Salute pubblica e patogeni emergenti idrotrasmessi: implementazione dell'attività di monitoraggio e tutela della qualità delle risorse idropotabili lungo le filiere idriche by Amoruso, Irene
Sede amministrativa: Università degli Studi di Padova
Dipartimento Territorio e Sistemi Agro-Forestali
Scuola di Dottorato di Ricerca in Territorio, Ambiente, Risorse e Salute
- CICLO XXVI -
SALUTE PUBBLICA E PATOGENI EMERGENTI IDROTRASMESSI:
IMPLEMENTAZIONE DELL'ATTIVITÀ DI MONITORAGGIO E TUTELA DELLA QUALITÀ
DELLE RISORSE IDROPOTABILI LUNGO LE FILIERE IDRICHE.
Direttore della Scuola:  Ch.mo Prof. Mario Aristide Lenzi
Supervisore: Ch.mo Prof. Gianumberto Caravello
Dottoranda: Irene Amoruso
2
Indice
Riassunto.....................................................................................................................................4
Synopsis......................................................................................................................................5
Indice delle abbreviazioni...........................................................................................................6
SEZIONE I - Introduzione..........................................................................................................7
1.I patogeni emergenti G. duodenalis e C. parvum.....................................................................8
 1.1 Patogeni emergenti e riemergenti....................................................................................8
 1.2 Le parassitosi protozoarie come infezioni idrotrasmesse emergenti.............................10
 1.3 Giardia duodenalis........................................................................................................12
 1.3.1 Tassonomia e nomenclatura...................................................................................12
 1.3.2 Ciclo vitale ed elementi di biologia cellulare........................................................14
 1.3.3 Aspetti clinici della giardiasi.................................................................................16
 1.4 Cryptosporidium parvum..............................................................................................18
 1.4.1 Nomenclatura e tassonomia...................................................................................18
 1.4.2 Ciclo vitale ed elementi di biologia cellulare........................................................20
 1.4.3 Aspetti clinici della criptosporidiosi......................................................................20
 1.5 Il contesto mondiale......................................................................................................23
 1.5.1 Nord America........................................................................................................24
 1.5.2 Regno Unito...........................................................................................................25
 1.6 Lo scenario italiano.......................................................................................................25
 1.6.1 Dati epidemiologici...............................................................................................25
 1.6.2 Giardia e Cryptosporidium nelle risorse idriche...................................................27
 1.7 Panoramica sui metodi analitici disponibili..................................................................29
 1.7.1 Ricerca delle (oo)cisti in campioni fecali..............................................................29
 1.7.2 Ricerca delle (oo)cisti nelle matrici ambientali.....................................................31
2.Analisi del rischio: scopi e principi applicativi......................................................................32
SEZIONE II – Materiali e metodi.............................................................................................35
3.Il sito sperimentale: la filiera idrica integrata di Padova........................................................36
 3.1 Il sito di captazione dell'acquedotto padovano: le risorgive di Villaverla.....................36
 3.2 La storia idrogeologica dell'acquifero dell'Alto Vicentino............................................39
 3.3 Il bilancio idrologico.....................................................................................................40
 3.4 La storia dell'acquedotto di Padova...............................................................................42
 3.5 L'acquedotto moderno...................................................................................................44
 3.6 Il sistema fognario e la depurazione..............................................................................47
 3.6.1 Il depuratore di Ca' Nordio....................................................................................51
 3.7 Il corpo idrico recettore: il fiume Bacchiglione............................................................52
4.Il monitoraggio della filiera idrica integrata: i siti di campionamento...................................56
 4.1 Acquifero dell'Alto Vicentino........................................................................................56
 4.2 Filiera di approvvigionamento dell'acqua potabile.......................................................58
 4.2.1 Sala Sorgenti..........................................................................................................61
 4.2.2 Partitore.................................................................................................................61
 4.2.3 Canaletta a pelo libero...........................................................................................61
 4.2.4 Nodo pre-distribuzione..........................................................................................64
 4.2.5 Canale Brentella....................................................................................................64
 4.3 Sistema fognario............................................................................................................64
 4.3.1 Collettore Intervento 10.........................................................................................66
 4.3.2 Collettore Forcellini...............................................................................................66
3
 4.3.3 Collettore ZIP........................................................................................................66
 4.3.4 Collettore Fossetta.................................................................................................66
 4.3.5 Depuratore Ca' Nordio: ingresso...........................................................................70
 4.3.6 Depuratore Ca' Nordio: effluente...........................................................................70
 4.4 Corpo idrico recettore....................................................................................................70
 4.4.1 Ponte dei Sabbionari..............................................................................................71
 4.4.2 Lungargine Donati.................................................................................................72
 4.4.3 Bovolenta...............................................................................................................72
 4.4.4 Ca’ Bianca..............................................................................................................72
 4.4.5 Foce del Brenta-Bacchiglione................................................................................72
 4.5 Aree balneabili marino-costiere.....................................................................................75
 4.5.1 Spiaggia di Isolaverde...........................................................................................77
 4.5.2 Spiaggia di Brondolo.............................................................................................77
5.Metodiche analitiche..............................................................................................................78
 5.1 Protocolli analitici sperimentali: prove di laboratorio...................................................78
 5.1.1 Filtrazione su Cartuccia in Polipropilene (FCP)....................................................79
 5.1.2 Filtrazione su Membrana in Nitrocellulosa (FMN)...............................................80
 5.2 Protocolli analitici sperimentali: prove sul campo........................................................82
 5.3 Metodiche operative......................................................................................................82
 5.4 Protocollo di immunostaining.......................................................................................82
 5.5 Analisi integrative..........................................................................................................83
 5.5.1 Parametri e metodi microbiologici........................................................................83
 5.5.2 Metodi molecolari..................................................................................................86
6.Valutazione dell'esposizione e caratterizzazione del rischio di contaminazione protozoaria 87
 6.1 Database delle epidemie di giardiasi e criptosporidiosi................................................87
 6.2 Indice di Rischio Contaminazione Protozoaria delle Risorse Idropotabili...................88
SEZIONE III – Risultati e discussione.....................................................................................91
7.Risultati I – Metodiche analitiche..........................................................................................92
 7.1 Efficienza di recupero del protocollo FCP....................................................................92
 7.2 Efficienza di recupero del protocollo FMN...................................................................93
 7.3 Risultati delle prove su campo......................................................................................94
 7.4 Metodica operativa FCP per la detezione di Giardia e Cryptosporidium.....................96
 7.5 Metodica operativa FCPsed...........................................................................................98
8.Risultati II – Monitoraggio della filiera idrica integrata di Padova.....................................100
 8.1 Organizzazione dei risultati analitici...........................................................................100
 8.2 Acquifero dell'Alto Vicentino......................................................................................100
 8.3 Filiera di approvvigionamento dell'acqua potabile.....................................................102
 8.3.1 Sala Sorgenti........................................................................................................104
 8.3.2 Partitore...............................................................................................................104
 8.3.3 Canaletta a pelo libero.........................................................................................104
 8.3.4 Nodo pre-distribuzione........................................................................................105
 8.3.5 Canale Brentella..................................................................................................106
 8.4 Sistema fognario..........................................................................................................108
 8.4.1 Collettore ZIP......................................................................................................109
 8.4.2 Collettore Fossetta...............................................................................................109
 8.4.3 Collettore Intervento 10.......................................................................................110
 8.4.4 Collettore Forcellini.............................................................................................110
 8.4.5 Depuratore Ca' Nordio: ingresso.........................................................................110
 8.4.6 Depuratore Ca' Nordio: effluente.........................................................................111
4
 8.5 Corpo idrico recettore..................................................................................................112
 8.5.1 Ponte dei Sabbionari............................................................................................113
 8.5.2 Lungargine Donati...............................................................................................114
 8.5.3 Ponte di Bovolenta...............................................................................................114
 8.5.4 Ca' Bianca............................................................................................................114
 8.5.5 Foce......................................................................................................................114
 8.6 Aree balneabili marino-costiere...................................................................................115
 8.6.1 Spiaggia di Isolaverde..........................................................................................115
 8.6.2 Spiaggia di Brondolo...........................................................................................115
 8.7 Quadro d'insieme.........................................................................................................116
9.Risultati III – Database GCDB e Indice IRCPRI.................................................................120
 9.1 Giardiasis and Cryptosporidiosis database..................................................................120
 9.2 Indice di Rischio di Contaminazione Protozoaria delle Risorse Idropotabili.............120
10.Discussione........................................................................................................................121
 10.1 Confronto con la bibliografia nazionale e internazionale.........................................121
 10.2 Alcune considerazioni circa i metodi analitici..........................................................124
 10.3 Conclusioni e prospettive preliminari.......................................................................126
11.Bibliografia.........................................................................................................................129
5
Riassunto
Il  presente  progetto  di  ricerca  dottorale  verte  sulla  valutazione  del  ruolo  ecologico  ed
epidemiologico che alcuni patogeni emergenti idrotrasmessi, i protozoi Giardia duodenalis e
Cryptosporidium  parvum,  rivestono  all'interno  delle  filiere  idriche  integrate.  Entrambi  i
protozoi presentano una forma di resistenza ambientale, denominata rispettivamente cisti per
Giardia e  oocisti  per Cryptosporidium,  che  conferisce  loro  una  maggiore  capacità  di
sopravvivere sia ai  convenzionali trattamenti  di potabilizzazione dell'acqua che a quelli di
depurazione del refluo.  Il  pericolo che essi  rappresentano come contaminanti  delle risorse
idropotabili consiste dunque nella loro potenziale capacità di dare luogo a focolai epidemici di
sindromi gastroenteriche, sia a livello dell’intera comunità che fruisce del servizio idrico, che
degli eventuali frequentatori di aree balneabili soggette a contaminazione. In primo luogo si è
condotta un'approfondita ricerca bibliografica volta a determinare lo stato dell'arte sul tema:
essa  ha  consentito  di  individuare  le  molteplici  linee  di  ricerca  già  perseguite  nell'ambito
descritto, ottenendo così un quadro complessivo che delinea, sia a livello internazionale che
nazionale, l'ambito conoscitivo noto circa i due suddetti patogeni emergenti. Contestualmente
si  è ottenuta anche una panoramica sulle differenti  metodiche analitiche disponibili  per la
detezione  di  Giardia e  Cryptosporidium nelle  matrici  ambientali.  I  protocolli  descritti  in
letteratura,  per lo più derivanti dalle metodiche impiegate nella parassitologia clinica, non
sono risultati  compatibili  con  un'attività  di  monitoraggio  ambientale  routinaria.  Il  motivo
principale di tale inadeguatezza risiede principalmente nei costi troppo elevati degli stessi.
All'interno di tale cornice teorica è emersa innanzitutto la necessità di realizzare una nuova
metodica per la detezione delle (oo)cisti  protozoarie nelle acque, caratterizzata da costi più
contenuti, ma pur soddisfacentemente versatile, efficiente, sensibile e specifica. Il protocollo
analitico implementato, denominato  metodica della filtrazione su cartuccia in polipropilene
(FCP),  è  stato  utilizzato  per  la  valutazione  preliminare  della  qualità  dell'acquifero  di
attingimento  dell'Alto  Vicentino  ed  in  seguito  impiegato  per  il  monitoraggio  della  filiera
idrica integrata che serve la città di Padova, selezionata come sistema sperimentale. La rete di
monitoraggio  di  tale  filiera  è  stata  ricamata  grazie  alla  selezione  strategica  di  18  siti  di
campionamento che consentono di ottenere una visuale complessiva dell’intero sistema, che
nel complesso si compone di: filiera di distribuzione dell’acqua potabile (5 siti), sistema di
allontanamento e depurazione del refluo civile (6 siti), corpo idrico recettore (5 siti) e, da
ultimo, aree marino-costiere balneabili prospicienti la foce dello stesso (2 siti). Come attività
corollaria,  si  è  poi  fruito  dei  numerosi  case-report reperibili  in  letteratura che descrivono
epidemie di giardiasi e criptosporidiosi, innescate o dall'ingestione di acqua infetta o dalla
balneazione in acque contaminate, per la creazione di un database epidemiologico relativo al
periodo 1954-2012 e denominato  Giardiasis  & Cryptosporidiosis  Database (GCDB). Tale
database consente non solo la catalogazione sistematica e la consultazione interattiva degli
eventi  epidemici,  ma  è  stato  sfruttato  per  implementare  un  modello  predittivo  capace  di
stimare il Rischio di Contaminazione Protozoaria delle Risorse Idropotabili tramite il computo
di un apposito indice numerico (IRCPRI).
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Synopsis
The present research project mainly focuses on the assessment of the eco-epidemiological role
played by two emerging waterborne  pathogens,  Giardia duodenalis  and Cryptosporidium
parvum, within the integrated urban water supply & management chain. While in the water
environment, both protozoa develop a resistance form that grants them enhanced protection
against  the  most  commonly  adopted  drinking  water  and  wastewater  treatments.  The  two
resistance forms are called cyst for Giardia and oocyst for Cryptosporidium, respectively. As
water resources contaminants,  the two protozoa figure as etiologic agents of two peculiar
gastrointestinal  parasitic  infections,  giardiasis  and  cryptosporidiosis,  that  can  give  rise  to
outbreaks  both  within  the  polluted  waterworks  served  community  and  among  people
eventually  swimming  in  contaminated  recreational  waters.  An  exhaustive  bibliographic
research has been carried out in order to fully characterize the state of the art on the Giardia
and Cryptosporidium topic. Integrated data coming from a wide range of studies provided a
detailed picture that describes both the national and international background by focusing on
the  two  protozoa  relevance,  both  under  environmental  and  public  health  aspects.  A
compilation of reported analytical methods for the detection of Giardia and Cryptosporidium
(oo)cysts in water samples was also obtained. Available protocols were mainly derived from
clinical parasitology methods and resulted unfit for any environmental monitoring activity.
The  core  factor  being  responsible  for  this  incompatibility  was  identified  as  method
expensiveness, that proved to be too high for routine sample analysis. Within this theoretical
background, the first goal was that of creating a novel analytical protocol for the detection of
protozoa (oo)cysts in waters, compliant with target cost-effectiveness, sensibility, specificity,
efficiency  and  versatility  criteria.  The  operative  procedure  subsequently  named
Polypropylene-cartridge filtration method (PCF) was then implemented: first validated during
a pilot survey of the Alto Vicentino aquifer, it was subsequently adopted for the monitoring
program  of  the  integrated  urban  water  chain  of  Padua  city  (Italy),  selected  as  main
experimental model. The monitoring network is composed by 18 sampling sites and provides
full insight of the presence and persistence of Giardia and Cryptosporidium along the whole
system. In detail, investigated chain segments were: drinking water supply system (5 sites);
sewage system and wastewater treatment plant (6 sites); receiving water body (5 sites) and
marine  recreational  waters  flanking  the  mouth  of  the  river  (2  sites).  As  additional  and
complementary activity, case-report studies about giardiasis and cryptosporidiosis outbreaks
were collected and processed for the creation of the Giardiasis & Cryptosporidiosis Database
(GCDB). Data inserted in the GCDB cover the period 1954-2012. However,  they are not
merely catalogued and interactively consultable, but were also used for the implementation of
a  predictive  model  for  the  estimate  of  an  Index  for  the  Water  Resources  Protozoan
Contamination Risk (WRPPCI).
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1. I patogeni emergenti G. duodenalis e C. parvum
Il presente progetto di ricerca si articola nell'ambito concettuale della moderno management
olistico delle risorse idropotabili e, nel suo complesso, si concentra sulla caratterizzazione del
ruolo epidemiologico ed ecologico che due patogeni enterici emergenti, i protozoi idrodiffusi
Giardia  duodenalis e  Cryptosporidium  parvum,  rivestono  all'interno  della  filiera  idrica
integrata che serve la città di Padova.
 1.1 Patogeni emergenti e riemergenti
L'elevato  ritmo di  sviluppo umano e  la  rapida  crescita  demografica  mondiale  che  stanno
caratterizzando la nostra epoca esercitano una pesante pressione antropica sull'ambiente, che
si  compone  di  molteplici  fattori  spesso  tra  loro  interagenti.  Le  risorse  idropotabili
costituiscono un'interfaccia tra la salute umana e quella ambientale tanto importante quanto
fragile e, in tale contesto, rappresentano uno dei punti più vulnerabili dell'intero ecosistema.
Le malattie infettive idrotrasmesse o, con terminologia anglosassone, le  waterborne
infections, rappresentano di fatto una delle principali cause di morbilità e mortalità a livello
mondiale. Esse arrivano a mietere 1.8 milioni di vittime all'anno, di cui il 90% sono bambini
(WHO, 2004).
Nonostante una larga porzione di tale infezioni sia causata da patogeni idrotrasmessi
per così dire classici, già ben caratterizzati, di recente sono stati isolati nuovi microrganismi
che apportano ulteriori sfide al quel settore della salute pubblica intimamente connesso al
celebre trinomio WASH costituito da Acqua, Servizi Sanitari ed Igiene (ing. Water, Sanitation
and Health).  Tra  il  1972 ed  il  1999,  sono stati  scoperti  35  nuovi  agenti  eziologici  e,  in
aggiunta,  altri  microrganismi  sono  riemersi  dopo  lunghi  periodi  silenti (WHO,  2003).
L'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) definisce i patogeni emergenti come “apparsi
per la prima volta in una popolazione umana negli ultimi 30 anni, oppure già rinvenuti in
precedenza,  ma  caratterizzati  da  un'incidenza  crescente  e/o  dall'espansione  in  areali
geografici  nei  quali  non  sono  mai  stati  precedentemente  notificati”  (WHO,  1997).
Coerentemente,  si  trova  un  definizione  anche  per  un  gruppo  di  patogeni  definiti  come
riemergenti, ovvero quelli che “in seguito ad un cambiamento a lungo termine riscontrato
nella loro epidemiologia, vanno ad aumentare la propria incidenza a livello delle popolazioni
umane” (Woolhouse, 2002).
Secondo  tali  criteri,  l'elenco  più  aggiornato  dei  patogeni  emergenti  consta  di  175
diverse  specie  di  microrganismi,  che  includono  batteri  (e.g.  Legionella  pneumophila,
Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Bartonella henselae, Ehrlichia spp.), virus (e.g.
HIV-1, HIV-2, virus dell'epatite C, E, F e G, Sin Nombre virus), prioni (prione della BSE),
protozoi (e.g. Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum), elminti (e.g. Metorchis conjunctus,
Gymnophalloides  seoi)  e  funghi  microscopici  (e.g.  Encephalitozoon  intestinalis,
Scedosporium prolificans) (Desselberger,  2000; Taylor et  al.,  2001; WHO, 2003) (Fig.  1).
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Degno di  nota come circa  il  75% di  codesto  gruppo sia  composto  da  specie  zoonotiche
(Slingenbergh et al., 2004).
Fig. 1: Distribuzione per gruppo dei patogeni emergenti. Il grafico riporta le percentuali indicative delle diverse
categorie di appartenenza dei patogeni emergenti (adattata da Taylor et al., 2001).
Sono  stati  identificati  sei  fattori  responsabili  dell'emergenza  e  della  riemergenza  di  tali
microrganismi patogeni e, di conseguenza, delle sindromi infettive da essi causate. Si tratta di
fattori prettamente antropici, legati prevalentemente agli sviluppi socio-culturali intrapresi a
partire dal secondo dopoguerra (Institute of Medicine, 1992):
• cambiamenti profondi nei trend demografici
• rapido avanzamento tecno-industriale
• incremento del commercio e dei viaggi internazionali
• pesanti modifiche a carico dell'ambiente e dell'uso del suolo
• programmi di salute pubblica non adeguati
• adattamento evolutivo dei patogeni
Gran parte di tali fattori va di fatto ad incrementare la vulnerabilità delle popolazioni umane a
determinate malattie infettive, nonché ad accrescere il loro livello di esposizione ai patogeni
in questione (Cohen, 2000). Nel caso delle sindromi infettive veicolate da acqua ed alimenti, i
fattori  di  emergenza  hanno  destato  un  interesse  ancor  maggiore,  in  quanto  essi  risultano
interagire sinergicamente ed in maniera ancor più impattante: essi coinvolgono infatti, oltre
all'aspetto clinico, anche delle complesse dinamiche ecologiche, zoonotiche e culturali.
D'altra parte lo studio retrospettivo della storia di molte sindromi infettive mostra con
chiarezza come lo sviluppo parallelo dell'uomo e dei patogeni umani costituisca un ottimo
esempio  di  co-evouzione  (Gagneux,  2012).  I  fenomeni  di  migrazione  delle  popolazioni
umane, ad esempio, hanno portato alla disseminazione intercontinentale di numerose malattie
infettive che in precedenza erano rimaste confinate in determinate aree geografiche. Gli stessi
cambiamenti climatici possono consentire l'espansione dell'areale diffusivo di alcuni patogeni,
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Virus e prioni 44%
Batteri e rickettsie 30%
Elminti 6% Funghi 9%
Protozoi 11%
così  come  le  moderne  tecniche  di  allevamento  intensivo  o  le  modifiche  delle  abitudini
alimentari possono facilitare l'insorgenza e la disseminazione di sindromi zoonotiche.
E'  vero  anche  che  la  sempre  più  frequente  scoperta  di  nuovi  patogeni  non  sia
imputabile  unicamente  ad  un  rapido  ed  esteso  deterioramento  della  salute  ecosistemica
globale, quanto anche all'incredibile sviluppo tecnologico, e di conseguenza della risoluzione
analitica, dei metodi di detezione e di diagnosi (WHO, 2003).
 1.2 Le parassitosi protozoarie come infezioni idrotrasmesse emergenti
Anche lo sviluppo della conoscenza in merito alle sottili relazioni che legano la salute umana
alla qualità dell'acqua è stato marcato dalla periodica identificazione di nuovi patogeni, oltre
che  dalla  sempre  più  approfondita  comprensione  delle  dinamiche  di  contaminazione  e
trasmissione da parte dei patogeni già noti (WHO, 2003). 
Prima del 1960 la quasi totalità delle infezioni gastrointestinali veicolate da acqua ed
alimenti  era  correlata  ad agenti  eziologici  di  tipo batterico,  come ad esempio  Salmonella
enterica,  Clostridium botulinum, e Staphylococcus aureus. Nel corso degli anno '60 vennero
isolati sia Clostridium perfringens che Bacillus cereus, ma ancora si trattava di batteri. I primi
virus  enteropatogeni  trasmessi  mediante  l'ingestione  di  acqua  ed  alimenti  contaminati,
Norovirus e Rotavirus, vennero identificati negli anni '70. Tra gli anni '80 e '90 si delineò con
maggior  precisione il  ruolo di  alcuni  altri  procarioti  enteropatogeni,  quali  Campylobacter
jejuni, Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes, ma soprattutto vennero inseriti nella
lista degli emergenti anche alcuni protozoi parassiti, tra cui Cryptosporidium parvum, Giardia
duodenalis e Cyclospora cayetanensis (Newell et al., 2010). Sebbene le parassitosi trasmesse
da acqua e alimenti abbiano ad ora ricevuto minor attenzione rispetto a quelle di eziologia
batterica, è comprovato che, a livello mondiale, esse constino di milioni di casi all'anno e che,
soprattutto se trascurate, portino sovente ad un esito letale (Broglia and Kapel, 2011).
Tra i patogeni emergenti si annoverano ad oggi diversi elminti e protozoi. Anche nel
caso  delle  parassitosi  emergenti  è  possibile  imputare  la  loro  comparsa  sia  al  repentino
mutamento dello scenario di esposizione della popolazione umana, legato alle nuove abitudini
alimentari, al commercio internazionale e, significativamente, alla crescente richiesta di acqua
per l'uso ed il consumo umano, ma anche al potenziamento dei test diagnostici (Broglia and
Kapel, 2011).
Sia nei paesi industrializzati che in quelli in via di sviluppo, i protozoi enteropatogeni
emergenti idrodiffusi più comuni appartengono ai generi Giardia e Cryptosporidium (Nygard
et al., 2006). Entrambi i parassiti vengono veicolati da acqua ed alimenti contaminati, e quindi
trasmessi  lungo  la  via  di  infezione  oro-fecale,  nelle  loro  forme  di  resistenza  ambientale,
denominate rispettivamente cisti ed oocisti (Spinelli et al., 2006). Le parassitosi enteriche di
cui i due protozoi sono responsabili, la giardiasi e la criptosporidiosi, sono altresì classificabili
come zoonosi e, in quanto tali, compaiono come comuni infezioni parassitiche sia di animali
domestici  quali  il  cane  ed  il  gatto,  che  della  fauna  selvatica.  Quest'ultima,  se  infetta,
contribuisce alla contaminazione ambientale mediante la dispersione di cisti ed oocisti tramite
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l'espulsione delle feci (Gomez-Couzo et al., 2005).
Giardiasi e criptosporidiosi, al pari delle altre infezioni idrotrasmesse, possono dare
luogo a delle vere e proprie epidemie comunitarie che, nel caso di distribuzione di acqua
contaminata da parte di  un sistema acquedottistico,  vanno ad interessare l'intera comunità
servita.  Le fonti  di  approvvigionamento idrico sono comunemente rappresentate da fiumi,
invasi artificiali, laghi o falde sotterranee: la contaminazione di tali risorse avviene mediante
diversi meccanismi, quali la contaminazione fecale diretta, il dilavamento del suolo o ancora
la contaminazione crociata, chiaramente involontaria, con il sistema fognario. Si va così ad
instaurare un ciclo di infezione che, nel complesso, interessa l'ambiente, l'uomo e la fauna
(Almeida, 2010).
Giardia  e  Cryptosporidium  possiedono  un  vantaggio  selettivo  rispetto  ad  altri
microrganismi contaminanti,  quali,  ad  esempio,  coliformi  ed  enterococchi.  Tale  vantaggio
risiede nell'elevata resistenza che le (oo)cisti dei due protozoi esibiscono nei confronti dei
comuni trattamenti di disinfezione, operati sia a livello della potabilizzazione dell'acqua che
di depurazione del refluo fognario. I moderni impianti di trattamento impiegano tecnologie
chimico-fisiche per l'abbattimento della carica microbica indesiderata che, in origine, erano
state  calibrate  per  risultare  efficaci  nei  confronti  dei  contaminanti  classici.  La  crescente
richiesta idrica fa sì che le fonti selezionate per l'approvvigionamento umano siano in numero
sempre maggiore e,  di  frequente,  qualitativamente non ottimali.  Le forme di resistenza di
Giardia spp. E di Cryptosporidium spp. si mostrano però non sensibili ai comuni disinfettanti
idrici quali il cloro ed i suoi composti, o quantomeno non lo sono ai dosaggi impiegati negli
impianti di trattamento. Basti pensare che, in Italia, il limite di legge contemplato dal D.Lgs.
31/2001 e s.m. per la massima concentrazione di cloro libero ammissibile nelle acque potabili
è pari a 0.20 mg/l, ma che le cisti di Giardia, in condizioni di pH e temperatura standard,
vengono  uccise  dal  disinfettante  unicamente  in  seguito  a  10'  di  esposizione  ad  una
concentrazione di 1.5 mg/l (Jarroll et al., 1981). Cryptosporidium mostra una cloro-resistenza
addirittura più elevata, così pure come una maggior capacità di resistere ai danni ossidativi
indotti dall'ozonizzazione (Finch and Belosevic, 2002).
Oltre alla peculiare resistenza ai disinfettanti esibita dalle (oo)cisti dei due protozoi, va
menzionata  anche la  loro eccezionale  capacità  di  sopravvivere  nell'ambiente acquatico:  si
stima che le cisti di  Giardia  possano sopravvivere nelle acque superficiali per almeno 60,
giorni ad una temperatura di 8 °C, mentre le oocisti di Cryptosporidium, ad una temperatura
di 4 °C, resistono senza subire alcun danno addirittura per 12 mesi (Nasser et al., 2007).
Dal momento che la presenza di (oo)cisti è documentata come ubiquitaria nelle acque
superficiali (Leclerc et al., 2002), ma che in alcuni casi sia stata evidenziata anche in acque
telluriche (Watanabe et al., 2005), si ritiene che nessuna risorsa idrica destinata all'uso ed al
consumo umano sia virtualmente protetta da eventi di contaminazione protozoaria. Diversi
studi  hanno  poi  evidenziato  come  non  sembri  sussistere  alcuna  relazione  tra  i  livelli  di
concentrazione assunti dalle (oo)cisti protozoarie e quelli dei parametri indicatori classici, e.g.
coliformi  totali,  Escherichia  coli,  enterococchi  fecali  e  clostridi  (Bonadonna et  al.,  2002;
2004).  Da  queste  ultime  considerazioni  emerge  una  pressante  esigenza  di  valutare
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l'implementazione e l'introduzione di nuovi parametri indicatori per il controllo della qualità
delle  acque  che  contemplino  in  modo  mirato  i  criteri  e  le  dinamiche  proprie  della
contaminazione parassitologica (Katz et al., 2006).
 1.3 Giardia duodenalis
Giardia duodenalis è uno dei più rilevanti protozoi enteropatogeni umani. Giardia è endemica
in molte regioni del pianeta e rappresenta un grave problema di salute pubblica, soprattutto
nei  paesi  in  via  di  sviluppo.  Giardia rappresenta  il  principale  agente  eziologico  delle
parassitosi  intestinali  infantili,  causando  all'incirca  108 nuovi  casi  di  giardiasi  all'anno.
L'OMS,  che  classifica  la  giardiasi  come  la  sindrome  diarroica  parassitica  maggiormente
diffusa, fornisce una stima di 200 milioni di individui sintomatici a livello mondiale (Aguilar-
Diaz, 2011).
 1.3.1 Tassonomia e nomenclatura
Secondo la tassonomia moderna, il genere Giardia appartiene al phylum Metamonada Grassè,
1952 stat. nov. et emend. Cavalier-Smith, 1981; classe Trepomonadea; ordine Diplomonadida
e famiglia Hexamitidae (Thompson and Moni, 2011). I membri di questa famiglia di protozoi
flagellati  sono sprovvisti  di  mitocondri  e  perossisomi,  possiedono organelli  citoplasmatici
presenti  a  coppie  e,  similarmente,  due  nuclei  gemelli,  entrambi  trascrizionalmente  attivi
(Morrison et al. 2007). Nello specifico, Giardia si distingue per la sua caratteristica forma a
pera, la presenza di quattro paia di flagelli e di due corpi mediani, oltre che di un peculiare
organello di attracco, denominato ventosa ventrale.
In realtà, la tassonomia di Giardia è oggetto di dibattito da ben più di 100 anni, con il
risultato  di  una  nomenclatura  tutt'altro  che  univoca,  ma  che,  anzi,  è  arrivata  più  volte  a
riportare nomi diversi per una stessa specie. Da qui ne deriva un certo grado di confusione in
merito  all'esatta  epidemiologia  della  giardiasi  ed,  in  particolare,  al  livello  di  specificità
d'ospite e del contributo zoonotico effettivo (Thompson and Monis, 2011).
Giardia duodenalis venne descritta per la prima volta nel 1681 dal naturalista olandese
Antoni van Leeuwenhoek (Delft, 24.10.1632 – 27.08.723), mentre egli stava osservando al
microscopio  un  campione  delle  proprie  feci.  Vilém Dušan  Lambl  (Lettin,   05.12.1824  –
12.02.1895), un medico cecoslovacco, osservò di nuovo Giardia  nel 1859, annotandola nei
suoi  appunti  con  il  nome  di  Cercomonas  intestinalis.  Lambl  ne  fornì  una  descrizione
altamente dettagliata, tanto che il protozoo venne successivamente classificato come Giardia
lamblia in suo onore. Il termine Giardia venne in realtà impiegato per la prima volta nel 1882
da Kunstler, per descrivere alcuni flagellati provenienti dall'intestino dei girini di alcuni anuri,
denominati  Giardia  agilis.  Sei  anni  dopo,  nel  1888,  Blanchard  promosse  per  contro
l'introduzione  di  Lamblia  come  nome  indicativo  del  genere.  Solamente  nel  1914  le  due
terminologie,  Giardia Kunstler  -  1882  e  Lamblia Blanchard  -  1888,  vennero  decretate
sinonimiche e il primato venne più correttamente riattribuito alla dicitura Giardia (Alexeieff,
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1914; Kofoid and Christiansen, 1915; Kofoid, 1920).
Nonostante Giardia possegga un aspetto insolito che la rende facilmente distinguibile
da tutti gli altri protozoi, si riscontra la quasi totale assenza di caratteristiche morfologiche
che, a livello intra-generico, rende alquanto ardua la distinzione tra specie differenti. Si trova
che, a partire dal 1959, ben 51 specie di Giardia siano state descritte, di cui due nell'uomo, 28
in altri mammiferi, una nei pesci, 14 negli uccelli, 4 negli anfibi e due nei rettili (Thompson
and Monis, 2004; 2011). Ad ogni modo è risultato evidente che ci si trovasse di fronte ad un
caso di polinomia, correlato in taluni casi all'osservazione e descrizione indipendenti di una
stessa specie con specificità d'ospite non ristretta. A riprova di ciò, va precisato che, mediante
microscopia ottica, sono solamente tre le specie morfologicamente distinguibili, ovvero  G.
agilis degli  anfibi,  G. muris  dei roditori e  G. duodenalis,  comune a uomo, mammiferi ed
uccelli  (Filice, 1952). La recente introduzione di tecniche molecolari ha iniziato a svelare
come in realtà, anche all'interno della specie G. duodenalis, siano presenti numerosi genotipi
differenti, dei quali soltanto alcuni sono di fatto stati isolati negli esseri umani (Miliotis and
Bier, 2003). G. duodenalis sembra di fatto consistere in un complesso di specie affini, ma
genotipicamente  distinguibili.  Tali  sotto-specie  vengono  chiamate  assemblaggi e  possono
essere discriminate grazie a tecniche elettroforetiche (analisi degli zimodemi) e molecolari
(RFLP, mutilocus-genotyping, sequenziamento, ecc.) (Miliotis and Bier, 2003).
Tab. 1:Specie riconosciute di Giardia e assemblaggi di Giardia duodenalis. a. caratterizzazione molecolare in 
corso. b. nomenclatura proposta (da: Feng and Xiao, 2011).
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 1.3.2 Ciclo vitale ed elementi di biologia cellulare
Il ciclo vitale di molti protozoi parassiti prevede l'alternanza di due forme: vi è una forma di
resistenza ambientale, con capacità infettiva, denominata cisti, ed una forma vegetativa, detta
trofozoite,  la  quale,  grazie  alla  sua  motilità,  è  capace  di  colonizzare  le  pareti  intestinali
dell'ospite (Aguilar-Diaz, 2011) (Errore: sorgente del riferimento non trovata). Anche Giardia
possiede un ciclo vitale che prevede l'alternanza di due forme alterne (Fig. 3): l'infezione ha
origine in seguito all'ingestione accidentale delle cisti.
Queste, dopo aver attraversato l'ambiente acidico caratteristico del tratto gastrico ed
essere state condizionate dagli enzimi pancreatici e da altre proteasi endogene, intraprendono
il processo di ecscistamento nell'intestino tenue.
Nella porzione prossimale dell'intestino tenue i trofozoiti possono dunque replicarsi e
colonizzare la mucosa dell'ospite, aderendovi grazie alla ventosa ventrale. A livello distale, i
trofozoiti si incistano poi nuovamente: la loro capacità di sopravvivere a condizioni anche
leggermente  diverse  da  quelle  del  tenue  sarebbe  infatti  pressoché  nulla.  Il  processo  di
incistamento è legato all'esposizione dei trofozoiti ad un pH leggermente basico, dovuto alla
presenza degli acidi biliari e dei loro sali. Le cisti novelle vengono veicolate nell'ambiente
esterno  mediante  l'espulsione  delle  feci,  andando  così  a  chiudere  il  circuito  della  via  di
trasmissione (Miliotis and Bier, 2003).
A monte del processo di incistamento, ciascun trofozoite intraprende la citocinesi, così
che ogni cisti contiene di fatto due trofozoiti, per un totale di quattro nuclei (Errore: sorgente
del  riferimento  non trovata).  La  cisti  possiede  un  guscio  protettivo  filamentoso  e  rigido,
composto principalmente di carboidrati (60%) e proteine (40%), tra cui predomina la N-acetil-
glucosamina. La funzione principale del guscio  è quella di impedire la lisi osmotica della
cisti  nell'ambiente  acquatico  esterno.  L'attività  metabolica  risulta  sensibilmente  rallentata
rispetto a quella del trofozoite, così che la cisti riesce a sopravvivere per molto tempo senza
doversi nutrire. La cisti  acquisisce il suo potenziale infettivo non appena viene amalgamata
nella massa fecale.
Fig. 2: Le due forme sviluppate da Giardia duodenalis: cisti (forma di resistenza) e trofozoite (forma vegetativa).
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Fig. 3: Il ciclo vitale di  Giardia duodenalis: le cisti vengono espulse nell'ambiente con le feci da un individuo
infetto (1) e vanno a contaminare acqua, cibo o altri veicoli che finiranno poi per attualizzare la trasmissione oro-
fecale  (2).  A livello  del  duodeno  dell'ospite,  le  cisti  ingerite  si  ecscistano,  dando  origine  a  due  trofozoiti
vegetativi ciascuna (3). I trofozoiti si moltiplicano nell'intestino ospite tramite fissione binaria (4) e, nel tratto
distale del tenue, essi si incistano nuovamente (5).  Con le feci vengono espulse prevalentemente cisti,  ma è
talvolta possibile rinvenire qualche trofozoite, il quale ad ogni modo va incontro a rapido degradamento (adattata
da: www.cdc.gov/dpdx/giardiasis/index.html). 
Come  già  accennato,  i  trofozoiti  possiedono  una  caratteristica  forma  a  pera,  solcata
longitudinalmente (Errore: sorgente del riferimento non trovata).  Sono lunghi 12-15  μm e
larghi  5-9  μm.  Essi  presentano  una  superficie  dorsale  convessa,  speculare  alla  concavità
ventrale  su  cui  si  trova  la  ventosa  che  consente  ai  trofozoiti  di  attaccarsi  saldamente
all'epitelio  intestinale  dell'ospite.  Come  gli  altri  membri  della  famiglia  Hexamitidae,  i
trofozoiti  di  Giardia  possiedono  quattro  paia  di  flagelli,  collocate  in  posizione  anteriore,
laterale, ventrale e caudale, e due nuclei completi e trascrizionalmente attivi. Non è ancora
chiara la ragione della presenza di due nuclei. Si ricorda l'assenza di alcuni organelli tipici
degli eucarioti, quali mitocondri, perossisomi e nucleoli (Adam, 2001; Ankarklev, 2010). Nel
citoplasma periferico si trovano sovente dei vacuoli con funzione lisosomiale ed endosomiale.
Altro organello caratteristico di Giardia è poi il corpo mediano, presente in duplice copia, che
fa parte delle strutture citoscheletriche ma la cui funzione esatta non è ancora nota.
Il metabolismo dei trofozoiti è strettamente anaerobico, coerentemente con l'assenza di
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mitocondri. La via della fosforilazione ossidativa, che nella respirazione cellulare tipica segue
la glicolisi ed il ciclo di Krebs per produrre ATP, è chiaramente assente. L'ATP viene generata
mediante fosforilazione a livello del substrato, ovvero tramite il trasferimento diretto di un
gruppo fosfato ad una molecola di ADP.
I trofozoiti hanno una capacità assai limitata di sintetizzare ex novo le macromolecole:
le purine e le pirimidine, ad esempio, vengono inconsapevolmente fornite dall'ospite,  così
come gran parte degli aminoacidi e degli acidi grassi. Il glucosio rappresenta l'unica fonte
energetica  nota  di  natura  carboidratidica  che  viene  impiegata  da  Giardia (Adam,  2001;
Miliotis and Bier, 2003; Ankarklev, 2010).
 1.3.3 Aspetti clinici della giardiasi
La sindrome di cui  Giardia duodenalis  è l'agente eziologico prende il nome di giardiasi.  Il
quadro clinico della giardiasi è eterogeneo e può variare da una grave e prolungata persistenza
dei sintomi intestinali,  con annessi perdita di peso e stato di malnutrizione,  ad una forma
cronico-asintomatica.  L'infezione  è  perlopiù  caratterizzata  da  una  sintomatologia  di  lunga
durata che include diarrea,  tenesmo rettale,  steatorrea,  flatulenza e crampi addominali.  La
diarrea  è  talvolta  accompagnata  da  nausea  e/o  vomito.  Le  feci  appaiono  oleose,
particolarmente maleodoranti e schiumose. Astenia e perdita di perso sono sintomi comuni,
che si verificano nel 70-90% dei pazienti sintomatici. Gli episodi febbrili non sono altrettanto
comuni e vengono riportati soltanto nel 20% dei casi.
Nei paesi industrializzati  la giardiasi  mostra una prevalenza del 2-5 %, mentre nei
paesi in via di sviluppo essa raggiunge il 20-30%, coerentemente con un livello di esposizione
della  popolazione  ed  un  tasso  di  infezione  nettamente  superiori  (Oberhuber  et  al.,  1997;
Ajeagah et al., 2007).
La percentuale di pazienti sub-clinici si attesta in media attorno al 50%, ma in alcuni
casi si è riscontrata un'elevata variabilità di tale percentuale. Ciò è probabilmente da correlare
all'efficienza  del  sistema  immunitario  dell'ospite,  o  anche  alla  virulenza  della  specie  o
assemblaggio infettante. I bambini di età compresa tra gli 1 ed i 9 anni sembrano essere la
categoria  maggiormente  a  rischio  di  contrarre  giardiasi  (Fig.  4)  (Yoder  et  al.  2012a).  Il
periodo di incubazione della malattia è tipicamente di circa 7 giorni, ma può oscillare tra
esordi repentini (1-2 giorni di incubazione) ed esordi tardivi (2 settimane). La fase acuta, di
risoluzione spontanea nei soggetti immunocompetenti, dura tipicamente da 1 a 4 settimane,
ma in alcuni pazienti, se non trattati, si può protrarre per alcuni mesi (EPA, 1998).
Nonostante l'isolamento e la descrizione di Giardia come protozoo flagellato presente
nell'intestino  umano  risalga  al  XIX  secolo,  fu  solamente  negli  anni  '60  che  si  iniziò  ad
associarla ad una sindrome diarroica ben precisa e ad attribuirle di conseguenza il titolo di
patogeno. La conferma iniziale della patogenicità di Giardia duodenalis derivò da due diversi
approcci. Il primo andò a constatare la cospicua presenza di trofozoiti in campioni bioptici
della mucosa intestinale del tenue, in pazienti con diarrea di eziologia non batterica, mentre il
secondo andò a sottolineare lo stretto legame tra diarrea e presenza di cisti nelle feci (Miliotis
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and Bier,  2003). Negli  anni  '50  vennero  condotti  alcuni  studi  su dei  detenuti  “volontari”
(Rendtorff, 1954), ai quali venivano somministrate concentrazioni crescenti di cisti di Giardia
al fine di stabilirne la dose infettiva. Ne risultò che il 30 % dei volontari sviluppava l'infezione
in seguito all'ingestione di sole 10 cisti. La stessa percentuale venne riportata anche per la
dose di 100 cisti. La somministrazione di 10 000 cisti comportò l'insorgenza di giardiasi nel
100 % dei volontari, i quali continuarono poi ad eliminare cisti nelle feci per un periodo di 5-
41 giorni. Tra gli anni '60 e '70 la comprensione del quadro clinico-epidemiologico associato
all'infezione da parte  di  G. duodenalis venne perfezionata,  grazie  al  verificarsi  di  diverse
epidemie idrotrasmesse di giardiasi, a livello comunitario, per le quali fu possibile rintracciare
il patogeno sia nei campioni fecali provenienti dalla popolazione colpita, che nelle fonti di
approvvigionamento idrico (Moore et  al.,  1969; Veazie,  1969; Taylor et  al.,  1972; Meyer,
1973). Furono proprio questi primi studi a varcare la soglia dell'isolamento di Giardia dai soli
campioni  clinici,  a  favore  di  un  riscontro  della  presenza  del  protozoo  anche  a  livello
ambientale.
* N = 39.234; età non nota per 1.041 casi. 
† Incidenza su 100.000
Fig. 4: Giardiasi negli USA: numero di casi notificati ( * ) e tasso di incidenza ( †  ) per classe di età negli anni
2009 e 2010. L'istogramma suggerisce una distribuzione bimodale, con il maggior numero di casi e l'incidenza
più elevata per le classi di età 1-4 e 5-9 anni ed un picco minore per gli adulti tra i 35 ed i 49 anni  (adattato da
Yoder et al. 2012a).
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 1.4 Cryptosporidium parvum
Il genere Cryptosporidium venne descritto per la prima volta verso l'inizio del XX secolo, ma
bisogna attendere gli anni '80 perchè esso venga indiziato di essere correlato ad una sindrome
diarroica estremamente defedante, e spesso con esito letale,  assai ricorrente nei pazienti HIV.
Ad oggi si riscontrano infezioni da parte di  Cryptosporidium  in un ampio spettro di specie
ospiti.  Il  microrganismo  viene  prevalentemente  acquisito  mediante  l'ingestione  di  acqua
contaminata,  ma  si  individuano  anche  casi  di  trasmissione  diretta  orizzontale.
Cryptosporidium  è stato segnalato in modo ubiquitario nelle aree sia urbane che rurali del
pianeta: particolarmente significativi alcuni eventi epidemici verificatesi nel Nord America,
i.e. USA e Canada, e Regno Unito (Desselberger, 2000).
 1.4.1 Nomenclatura e tassonomia
Il  genere  Cryptosporidium venne  descritto  per  la  prima  volta  nel  1907  dal  parassitologo
statunitense Ernest Tyzzer nei topi da laboratorio (Desai et al., 2012). Ad ogni modo la sua
rilevanza  clinica,  sia  umana che  veterinaria,  iniziò  ad  emergere  solamente  negli  anni  '70
(Miliotis  and  Bier,  2003).  L'interesse  suscitato  da  Cryptosporidium a  partire  da  allora  è
aumentato esponenzialmente. Basti pensare che, su PubMed, il  numero di articoli  ad esso
dedicati è passato dai 13 pubblicati fino al 1980, ai 3871 del 2013.
Tra gli anni '80 e '90 una triade di scoperte portò alla ribalta il ruolo epidemiologico di
Cryptosporidium.  In primo luogo venne stabilito il legame eziologico tra il coccidio ed una
particolare forma diarroica, talvolta ricorrente con carattere epidemico, in alcuni mammiferi,
uomo incluso.  In base ad alcuni lavori  pionieristici  si era infatti  inizialmente ritenuto che
l'infezione  da  parte  di  Cryptosporidium fosse  altamente  ospite-specifica,  ma  di  fatto  fu
possibile dimostrare la possibile trasmissione da vitellini,  agnelli,  renne ed umani infetti a
topi, ratti, cavie, polli, maialini e agnelli (O'Donoghue, 1985; Angus et al., 1985). Si noti la
peculiare  suscettibilità  all'infezione  dei  cuccioli  rispetto  agli  esemplari  adulti.  Ulteriori
indagini condotte nel Regno Unito e negli Stati Uniti su episodi di diarrea acuta nel bestiame
portarono al  nuovo inquadro di  Cryptosporidium quale agente eziologico di prim'ordine e
andarono a sottolineare il suo potenziale infettivo quale patogeno zoonotico.
 In  secondo  luogo,  Cryptosporidium  venne  correlato  con  la  sindrome  da
immunodeficienza acquisita (AIDS) quale patogeno opportunista, e potenzialmente letale, per
i pazienti HIV (Gross et al., 1986; Hart and Baxby, 1990). A breve, dopo l'isolamento del
protozoo  nei  pazienti  immunocompromessi,  Cryptosporidium venne  incriminato  anche  di
essere un comune responsabile di diarree infantili e diarree del viaggiatore di eziologia non
batterica (Te Wiata and Lennon, 1985; Pherwani et al., 1989).
Da ultimo, nel 1993, Cryptosporidium si rese protagonista della più grande epidemia
idrotrasmessa mai  verificatasi  negli  Stati  Uniti  (MacKenzie et  al.,  1994;  Cicirello,  1997).
All'epoca  già  si  sospettava  la  possibile  idrodiffusione  di  Cryptosporidium,  ma mai  si  era
verificato un focolaio epidemico di grandi  dimensioni:  per  lo più si  erano riscontrati  casi
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singoli  o comunque non riconducibili  con certezza ad un unico evento di contaminazione
della risorsa idropotabile. Solamente in seguito alla sopracitata epidemia, verificatasi nella
città di Milwaukee, nel Wisconsin, che vide il contagio di circa 400 000 persone (MacKenzie
et al., 1994), le autorità sanitarie ed i gestori del servizio idrico iniziarono a considerare a tutti
gli effetti Cryptosporidium come nuova minaccia idrotrasmessa (Miliotis and Bier, 2003).
La  tassonomia  ufficiale  di  C.  parvum  lo  vede  appartenere  al  phylum  degli
Apicomplexa,  caratterizzato dalla presenza di un complesso apicale;  classe Sporozoa,  con
riproduzione  sessuata  ed  asessuata  che  prevede  la  formazione  di  oocisti;  sottoclasse
Coccidiasina,  con ciclo vitale che include merogonia,  gametogenesi  e sporogenesi;  ordine
Eucoccidiida,  caratterizato dal processo di schizogonia; famiglia  Cryptosporidiae, la quale,
anziché una sporocisti,  presenta 4 sporozoiti  completamente formati  all'interno dell'oocisti
(Xiao et al., 2004a).  Ad ogni modo, la tassonomia molecolare di  Cryptosporidium continua
per contro a rappresentare una sfida aperta, dal momento che diversi aspetti della biologia
cellulare e del genoma del parassita, nonché delle interazioni tra esso e i suoi ospiti, restano
poco chiari. Da un lato sembra che sussistano delle nette differenze tra isolati provenienti da
fonti  diverse,  ma  queste  restano  difficilmente  caratterizzabili  in  termini  utili  per  una
speciazione definitiva (Miliotis and Beer, 2003). E'  recente la proposta di alcuni autori  di
validare ben 30 diverse specie di Cryptosporidium, 14 delle quali aventi l'uomo come ospite
(Fig. 5) (Šlapeta, 2013).
Fig. 5: Filogenesi di 28 specie di Cryptosporidium ottenuto da un dataset di sequenze di ssrRNA (Slapeta, 2013).
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 1.4.2 Ciclo vitale ed elementi di biologia cellulare
Cryptosporidium parvum, al pari di altri coccidi enterici, è caratterizzato da un ciclo vitale
monoxeno, ovvero che si espleta all'interno di un solo ospite e, più precisamente, nel suo
tratto gastrointestinale. Anch'esso presenta due forme differenti, una ambientale, denominata
oocisti,  ed  una  vegetativa,  lo  sporozoite  (Fig.  6).  Le  caratteristiche  che  risultano  invece
peculiari  a  Cryptosporidium,  consistono nella sua capacità di  infettare un vasto spettro di
ospiti differenti, un'elevata resistenza ai disinfettanti, in particolare al cloro, ed infine il suo
curioso  posizionamento  a  livello  della  membrana  cellulare  degli  enterociti  dell'ospite
(Ramirez et al., 2004).
Il ciclo vitale ha inizio con l'ingestione delle oocisti mediante l'assunzione di acqua o
altro veicolo infetto (Fig. 7). Ciascuna oocisti rilascia nell'intestino 4 sporozoiti, i quali vanno
ad infrapporsi alle cellule epiteliali della mucosa, inserendosi parzialmente all'interno della
membrana cellulare. Essi poi, internalizzati a mezza via tra citoplasma e plasmalemma, si
trasformano in trofozoiti ed iniziano a riprodursi in modo asessuato. Essi intraprendono due
cicli di merogonia consecutivi, andando a rilasciare rispettivamente otto e quattro merozoiti.
Questi ultimi progrediscono verso due diversi stadi di sviluppo sessuato, denominati micro- e
macrogamonti.  L'incontro tra  i  due porta alla formazione dello zigote,  il  quale,  dopo due
divisioni  asessuate,  intraprende  il  processo  di  incistamento  e  va  a  ricostituire  l'oocisti,
contenente  4  sporozoiti.  Il  tutto  avviene  mantenendo  la  posizione  internalizzata  sulla
membrana cellulare degli enterociti ospiti (Miliotis and Beer, 2003).
 1.4.3 Aspetti clinici della criptosporidiosi
La sindrome diarroica causata da Cryptosporidium parvum prende il nome di criptosporidiosi:
essa è una delle parassitosi enteriche umane più comuni a livello mondiale. E' ubiquitaria e si
presenta in gran parte delle specie di vertebrati esistenti, ma l'effettiva componente zoonotica
è lungi dall'essere delucidata in modo esaustivo. Nei paesi industrializzati la prevalenza di
Cryptosporidium parvum si attesta tra l'1 ed il 6 % (Fig. 8), mentre nei paesi in via di sviluppo
essa oscilla attorno al 20 % (Current and Garcia, 1991; Desai et al., 2012). E' interessante
notare  come,  nei  paesi  industrializzati,  l'infezione  clinica  da  parte  di  Cryptosporidium
colpisca prevalentemente bambini, giovani adulti e immunocompromessi, mentre, nei paesi
poveri, essa sia frequente negli infanti ma assai rara negli adulti (Desai et al., 2012; Yoder et
al., 2012b).
La  criptosporidiosi  si  manifesta  nei  soggetti  immunocompetenti  come  una  forma
diarroica acuta, di risoluzione spontanea (7-10 gg), ma piuttosto eterogenea, in relazione a
numerosi  fattori  quali  le  caratteristiche  dell'ospite  (età,  anticorpi  materni,  precedenti
esposizioni, ecc.) () e quelle del parassita (infettività delle oocisti, carica infettante, specie,
genotipo,  ecc.).  I  sintomi  clinici  tipici  del  quadro  sono diarrea  acquosa,  dolore  e  crampi
addominali, nausea e perdita di peso (Ajeagah et al., 2007). 
22
Fig.  6:  Le  due forme assunte da  Cryptosporidium durante il  suo ciclo vitale:  l'oocisti  (sinistra),  sua forma
resistente, e lo sporozoite (destra), forma vegetativa.
Fig.  7:  Il  ciclo  vitale  di  Cryptosporidium  parvum:  le  oocisti  vengono  immesse  nell'ambiente  durante  la
defecazione di un soggetto infetto (1) e vanno 2a contaminare le risorse idriche (2). L'ingestione accidentale
delle oocisti può avvenire o per assunzione di acqua contaminata o durante la balneazione in acque infette (3). A
livello del duodeno dell'ospite, le oocisti (a) si ecscistano dando origine a quattro sporozoiti ciascuna (b). Gli
sporozoiti  si  inseriscono  nella  membrana  degli  enterociti  e  si  trasformano  in  trofozoiti  (c),  che  iniziano  a
riprodursi in modo asessuale (d,e,f). Alcuni merozoiti intraprendono poi un ciclo riproduttivo sessuale che vede
l'unione di micro- e macrogamonti in zigoti (g,h,i). Ciascuno zigote può evolversi in oocisti con parete sottile,
che darà luogo ad un processo di autoinfezione (k), o in oocisti con parete spessa, che verrà espulsa insieme alle
feci (1). (adattata da: www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html)
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* N = 16.607; l'età di 214 pazienti non è nota.
† Incidenza su 100.000
Fig. 8: Criptosporidiosi negli USA: numero di casi ( * ) e incidenza annuale ( † ) per classi di età negli anni 2009
e 2010. L'istogramma mostra come sia il numero di casi notificati che il tasso di incidenza siano maggiormente
elevati per i bambini tra gli 1 ed i 4 anni di età, seguiti da quelli tra i 5 ed i 9 anni e dagli adulti tra i 25 ed i 29
anni (adattato da Yoder et al. 2012b).
L'infezione ha origine nell'intestino tenue, dove gli sporozoiti emergono dalle oocisti e vanno
ad  infettare  gli  enterociti,  insediandosi  sia  tra  i  villi  che  nelle  cripte  mucosali.  La  dose
infettiva è alquanto bassa: si è dimostrato che 10 oocisti sono sufficienti per indurre infezioni
in  adulti  sani  (Okuhuysen  et  al.,  1999).  L'infezione  può  talvolta  migrare  e  arrivare  ad
interessare anche la mucosa gastrica e l'intestino tenue distale, nonché il crasso. La vastità
dell'area interessata è direttamente correlata alla gravità dell'infezione. Come regola generale,
più essa sarà prossimale al tenue, e più sarà pesante la sintomatologia diarroica.
I parassiti danneggiano il margine dei microvilli e posso pertanto condurre alla perdita
dell'epitelio  ciliato.  La  rapida  perdita  di  superficie  mucosale  comporta,  come  strategia
controffensiva,  l'accorciamento dei villi  residui,  l'allungamento del lume criptale ed infine
l'aumento  del  ritmo  di  divisione  cellulare.  Ad  ogni  modo  si  va  incontro  ad  una  drastica
riduzione del potere assorbente dell'intestino e si riscontra un ridotto riassorbimento di liquidi,
elettroliti e nutrienti.
La  criptosporidiosi  è  una  delle  principali  infezioni  opportunistiche  che  vanno  a
complicare il quadro dell'AIDS. I pazienti HIV esposti a C. parvum sviluppano un'intensa e
persistente  sindrome diarroica.  La  prevalenza  della  criptosporidiosi  nei  soggetti  affetti  da
AIDS nei paesi industrializzati è sensibilmente più elevata rispetto al resto della popolazione
(15%). L'infezione, se non trattata, non è auto-limitante e si protrae per mesi o addirittura
anni. I parassiti possono migrare in sede ectopica e infestare i dotti epatobiliari e pancreatici,
dando luogo a colangite epatica, colecistite e pancreatite (Desai et al., 2012). In seguito ad
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infezione cronica la mucosa intestinale subisce un profondo processo disorganizzativo, con
conseguente  distruzione  della  superficie  epiteliale,  fibrosi,  infiltrazione  cellulare  e  ascessi
criptali (Miliotis and Bier, 2003).
Il ruolo del sistema immunitario nel fronteggia l'infezione da parte di  C. parvum è
ancora dibattuto: non sembra che la risposta anticorpale rappresenti un fattore primario nella
fase  recupero,  quanto  piuttosto  essa  espleti  un  effetto  di  protezione  contro  eventuali  re-
infezioni. Gli elementi che apportano un contributo al processo di guarigione endogeno nel
paziente immunocompetente sembrano per lo più basarsi sull'azione dei linfociti  T di tipo
CD4, pre contro molti poco numerosi nei pazienti HIV, e sul meccanismo dell'interferone-
gamma (IFNγ). Altre citochine e cellule immunitarie contribuiscono alla risposta concertata
contro Cryptosporidium (Theodos, 1998).
 1.5 Il contesto mondiale
Nei paesi industrializzati, le migliorie tecniche acquisite nel campo dell'ingegneria sanitaria
ed ambientale durante il XX secolo hanno portato all'eradicazione virtuale delle più temibili
infezioni idrodiffuse quali tifo e colera. Il moderno concetto di gestione integrata delle filiere
idriche consente non solo di garantire  un elevato profilo  qualitativo per le risorse idriche
destinate all'uso ed al consumo umano, ma anche l'attuazione di un processo depurativo, o di
rigenerazione delle acque “esauste” prima della loro reimmissione nell'ambiente (FAO/WHO,
2008a). L'approccio olistico è di fatto indispensabile per una tutela congiunta della salute sia
umana che ambientale.
L'altro  lato  della  medaglia,  per  contro,  è  rappresentato  dalla  sempre  più  ingente
richiesta idrica che le attività antropiche necessitano e l'impatto che le stesse esercitano su più
fronti a livello ambientale. In un tale contesto, nei paesi poveri si stanno progressivamente
ingrandendo sia le problematiche correlate alla quantità di acqua disponibile, che quelle legate
alla sua qualità. Dovendo infatti individuare nuove fonti di approvvigionamento idrico, spesso
ci si deve accontentare di una qualità dell'acqua non idonea all'uso ed al consumo umano.
Le acque superficiali sono certamente le più esposte al rischio di inquinamento, per
altro sia microbiologico che chimico, ma numerosi studi hanno mostrato come anche le acque
di  falda,  soprattutto  se  provenienti  da  pozzi  poco  profondi,  siano  vulnerabili  alla
contaminazione (Barwick et al., 2000; Levin et al., 2002).
Ad ogni modo, i paesi industrializzati non sono per nulla esenti dal problema. In essi,
come  verrà  ripreso  in  seguito,  il  rischio  principale  possiede  un  carattere  tipicamente
tecnologico. I trattamenti di potabilizzazione e depurazione classici (filtrazione, flocculazione,
disinfezione chimica, ecc..), nati e calibrati per far fronte ai “vecchi” patogeni idrodiffusi, non
risultano sufficienti per la rimozione dei microrganismi contaminanti emergenti, i quali, come
nel caso di Giardia e di Cryptosporidium, presentano caratteristiche biologiche diverse e una
capacità di resistenza nettamente maggiore (LeChevallier et al., 1991; Rose et al., 1991; 2001;
Rose, 1999).
In base ai case report presenti in bibliografia, si osserva come nel corso del 1900 siano
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stati  identificati  e  descritti  325  eventi  epidemici  di  parassitosi  enteriche  idrotrasmesse
(Karanis et  al.,  2007), i quali  iniziano per lo più a venire notificati  dagli  anni '60 in poi.
Notevole riscontrare poi come, nella sola decade 2000-2010, siano stati descritti più di 200
episodi  analoghi (Baldursson  and  Karanis,  2011).  Il  60.3  %  delle  epidemie  comunitarie
riportate in tale elenco è riconducibile a Cryptosporidium, il 35.1 % a Giardia ed il 4.5 % ad
altri  protozoi.  Circa  la  metà  degli  outbreak  di  parassitosi  (46.7  %)  è  stata  registrata  in
Australia, mentre il Nord America consta del 33.1 % degli eventi. Il Sud America contribuisce
con 2.5 punti percentuali e l'Asia con un 7 %. In Europa, infine, si è verificato il 16.5 % dei
casi totali, così riparititi per aree geopolitica: Gran Bretagna 12 % (24 casi); Scandinavia 3.5
% (7 casi) e Germania e Danimarca con lo 0.5 % (1 caso) ciascuna (Karanis et al., 2007;
Baldursson  and  Karanis,  2011).  Va  segnalata  la  totale  assenza  di  report  epidemiologici
provenienti dall'Italia (cfr.   1.6.1 ).
 1.5.1 Nord America
Negli Stati Uniti si richiede la disinfezione obbligatoria come step finale di potabilizzazione,
per tutte le fonti di approvvigionamento “che siano influenzate da acque superficiali”. A tal
proposito  si  precisa che quasi il  70 % dell'utenza americana (ca.  200 milioni di  persone)
dipende esclusivamente dalle acque superficiali, mentre il restante 30 % si rifornisce da fonti
sotterranee o, per l'appunto, miste (EPA, 2009). Il trattamento più diffuso è la disinfezione
chimica mediante impiego del cloro e dei suoi composti. Sebbene la clorazione venga talvolta
messa in discussione a causa del potere carcinogeno associato ai sottoprodotti del cloro, e.g. i
trialometani,  l'esperienza,  il  buon  senso  e,  non  da  ultimo,  diverse  analisi  del  tipo  costo-
benefici  vertono a favore di tale prassi.  Il  rischio di sviluppare forme tumorali  in seguito
all'esposizione  cronica  ai  sottoprodotti  della  clorazione  è  in  fatti  di  gran  lunga  inferiore
rispetto al rischio di contrarre infezioni enteriche anche gravi in assenza di disinfezione. Ad
ogni modo, i livelli di cloro ammessi dalla legge statunitense non si dimostrano sufficienti
contro  alcuni  patogeni  emergenti,  quali  Giardia   e  Cryptosporidium, ma  anche  alcuni
enterovirus (Levin et al., 2002). 
Già  negli  anni  '60  alcuni  eventi  epidemici  vennero  associati  alla  contaminazione
dell'acqua potabile da parte di Giardia duodenalis. Uno tra i primi si verificò presso una nota
stazione  sciistica:  59  persone  vennero  diagnosticate  di  giardiasi  e  si  sospettò  un  pattern
idrotrasmesso.  Pur  tuttavia  all'epoca  non  vennero  condotte  analisi  a  livello  delle  matrici
ambientali  indiziate,  ma unicamente sulle  feci  dei  pazienti  sintomatici (Miliotis  and Bier,
2003).
La più importante epidemia di Cryptosporidiosi idrodiffusa mai verificatasi negli Stati
Uniti risale alla primavera del 1993. L'acquedotto della città di Milwaukee, nello stato del
Wisconsin,  captò  acqua  superficiale  pesantemente  contaminata  dalle  oocisti  del  protozoo,
causando il contagio di ben 403 000 persone. In concomitanza di questo evento di enormi
proporzioni,  se ne investigarono gli  aspetti  clinici,  epidemiologici  ed anche ambientali.  Si
scoprì  che  a  monte  di  uno  dei  principali  siti  di  captazione  dell'acquedotto,  sito  sul  lago
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Michigan, era da poco stato inaugurato l'impianto di depurazione di uno dei centri  urbani
limitrofi. Lo scarico del depuratore andava così a contaminare l'acqua lacustre che riforniva la
città di Milwaukee (MacKenzie et al., 1994; Cicirello, 1997).
 1.5.2 Regno Unito
Nel complesso il Regno Unito si rivela il paese europeo da cui proviene la maggior parte delle
segnalazioni  di  epidemie idrotrasmesse di  eziologia protozoaria.  Nello specifico,  risultano
alquanto numerosi eventi endemici di criptosporidiosi, anche se spesso di modesta portata. Di
frequente sono coinvolte aree urbane o peri-urbane, con approvvigionamento captante acque
superficiali,  in  modo  simile  a  quanto  già  visto  per  gli  Stati  Uniti  (Karanis  et  al.,  2007;
Baldursson and Karanis, 2011). Nel Regno Unito sovente viene riportata una correlazione tra
l'intensità  del  dilavamento  del  suolo,  in  coincidenza  di  precipitazioni  abbondanti,  ed  il
verificarsi di un evento epidemico. Alcuni studi hanno parimenti evidenziato una correlazione
tra la quantità d'acqua ingerita e la velocità del progresso dell'infezione, andando a suggerire
un  modello  di  tipo  dose/risposta.  (Atherton,  1995;  Karanis  et  al.,  2007;  Baldursson  and
Karanis, 2011).
 1.6 Lo scenario italiano
La ricerca italiana non ha contribuito alla ribalta iniziale di Giardia  e Cryptosporidium, ma è
soltanto nel corso degli ultimi anni che hanno iniziato ad apparire dati ed indagini circa il
contesto nazionale inerente all'epidemiologia dei due protozoi idrodiffusi. Se, da un lato, gli
studi  più  datati  mostravano  un  carattere  puramente  clinico-descrittivo,  degno  di  nota  è
sicuramente l'approccio interdisciplinare che caratterizza alcuni dei lavori più recenti, i quali
vanno  ad  indagare  in  modo  complementare  ambiti  tra  loro  assai  differenti,  quali
epidemiologia umana e veterinaria, ecologia ambientale e dati molecolari (Bonadonna et al.,
2006; Giangaspero et al., 2007; Geurden et al., 2012).
 1.6.1 Dati epidemiologici
In contrapposizione a  quanto visto a livello mondiale,  l'Italia non viene annoverata  tra  le
Nazioni interessate da eventi epidemici di parassitosi idrotrasmesse. A tal proposito si può da
un lato ipotizzare una più elevata qualità delle risorse idropotabili captate, coerentemente con
la ricchezza idro-geologica della penisola, ma per contro si può anche sospettare una minor
attenzione nel monitoraggio ambientale ed epidemiologico. Basti pensare, ad esempio, che
negli  Stati  Uniti  è  attivo un sistema di  sorveglianza dedicato alle  infezioni  idrodiffuse,  il
Waterborne Disease and Outbreak Surveillance System (WBDOSS), dal 1971.
Ad  oggi,  in  Italia,  giardiasi  e  criptosporidiosi  sono  sindromi  soggette  a  notifica
obbligatoria, ma solamente in quanto ricadenti nella più che generica categoria di “malattie
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infettive non comprese nelle classi precedenti”. In Italia vige infatti il  Sistema di Notifica
Obbligatorio (Simi), regolato dal DM del 15/12/1990 e dal DM 29/07/1998, che prevede la
segnalazione al Servizio di Igiene e Sanità Pubblica (SISP) della ULSS locale da parte dei
medici  di  medicina  generale  delle  malattie  infettive  da  loro  sospettate  o  diagnosticate.
Il  sistema  prevede  flussi  informativi  diversificati  tra  ULSS,  Regione  e,  in  alcuni  casi,
Ministero  della  Salute,  al  fine  poter  attuare  tempestivamente  eventuali  interventi  di
prevenzione e profilassi a livello locale, nazionale o sovranazionale.
Esistono  cinque  diverse  classi  di  notifica.  Le  malattie  che  rappresentano  i  rischi
maggiori per la salute pubblica, e che sono spesso soggette a notifica internazionale, sono
raggruppate nella Classe 1 di notifica, la quale prevede la trasmissione immediata da parte del
medico di base alla ULSS. Questa provvede alla trasmissione immediata alla Regione e al
Ministero della Salute, e s'incarica poi di condurre le indagini epidemiologiche e gli interventi
del caso.
Le  infezioni  raggruppate  nella  Classe  2,  costituiscono  un  rischio  minore  a  livello
nazionale e/o internazionale: esse richiedono che la trasmissione sia effettuata entro le 48 ore.
Anche in  questo caso l'ULSS provvederà,  se necessario,  alle indagini epidemiologiche ed
interventi necessari, verificando e trasmettendo la notifica alla sola Regione.
La Classe 3 comprende le sorveglianze speciali di alcune malattie per le quali si ritiene
necessario  raccogliere  specifiche  informazioni:  AIDS,  tubercolosi,  micobatteriosi  non
tubercolari,  malaria,  lebbra.  Le informazioni  sono trasmesse dalla  ULSS alla  Regione,  ad
eccezione  dell’AIDS la  cui  segnalazione  è  inviata  direttamente  dal  medico  generico  alla
Regione e all’Istituto Superiore di Sanità.
In Classe 4 sono invece sintetizzate e trasmesse alla Regione le informazioni inerenti a
episodi epidemici di una determinata infezione, i cui casi individuali sono invece notificati
secondo  le  modalità  previste  per  ciascuna  delle  sopracitate  Classi  di  malattia.
Vi è infine la Classe 5, dedicata per l'appunto alle malattie infettive non comprese
nelle  precedenti  Classi,  quali  ad  esempio  le  zoonosi  previste  dal  Regolamento  di  Polizia
Veterinaria (carbonchio, morva, psittacosi, ecc.) e le parassitosi da protozoi ed elminti, quali
giardiasi e criptosporidiosi. Tali casi vengono semplicemente trasmessi in Regione.
Ad ogni modo i bollettini epidemiologici delle ULSS locali o delle Regioni riportano
casi  sporadici  verificatisi  nel  territorio  di  competenza,  ma  nessun  evento  di  carattere
comunitario è mai stato notificato (cfr.  8.7 ).
In  assenza  di  dati  ministeriali  o  comunque  di  carattere  nazionale,  le  uniche
informazioni  significative  reperibili  provengono  da  studi  indipendenti  i  quali,  seppur
connotati singolarmente da una valenza locale, suggeriscono che G. duodenalis e C. parvum
siano nel complesso protozoi piuttosto comuni nella popolazione della penisola. 
I primi lavori dedicati alla giardiasi risalgono agli anni '60 (Pucci et al., 1967; De Riu
et al., 1967), ma mostrano una valenza strettamente locale e/o categorica. Studi di interesse
più  vasto  e  trasversale  compaiono negli  anni  '90,  mostrando  una  prevalenza  per  Giardia
duodenalis pari  al  3.2 % negli  adulti  (Libanore et  al.,  1991) e tra lo 0.9 ed il  4.7 % nei
bambini in età scolastica (Cevenini et al., 1985; Brandonisio et al., 1996; Caprioli et al. 1996;
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Scotti et al. 1996). Altri lavori individuano come soggetti a rischio per la giardiasi sia pazienti
psichiatrici che pazienti HIV. La prevalenza tra i primi è stimata pari al 2.5 % in due studi
differenti, condotti rispettivamente nel Centro (Giacometti et al., 1997) e nel Nord Italia (Gatti
et al., 2000).
Si  descrivono  anche  alcuni  casi  di  giardiasi  importata,  in  riferimento  ad  una  co-
infezione  con  Entamoeba  hystolitica,  poi  trasmessa  orizzontalmente  a  livello  domestico,
riguardante alcuni viaggiatori di ritorno da un paese tropicale (De Lalla et al., 1992).
Per  quanto  concerne  la  prevalenza  della  criptosporidiosi,  si  trova  come  essa  sia
generalmente  inferiore  rispetto  a  quella  della  giardiasi,  quantomeno  in  pazienti
immunocompetenti  (Brandonisio  et  al.,  1996).  Il  medesimo  studio  condotto  su  pazienti
psichiatrici del Centro (Giacometti et al., 1997), coerentemente riporta un valore di prevalenza
dello 0.84 %. Nei pazienti  HIV la prevalenza della criptosporidiosi  risulta per contro più
elevata, aggirandosi tra l'8.33 e l'11 %, nonostante si osservi un decremento di tali valori in
seguito all'introduzione della terapia anti-retrovirale HAART (Brandonisio et al., 1999).
Prove  indirette  del  tasso  di  esposizione  della  popolazione  italiana  a  C.  parvum
derivano  da  alcune  indagini  di  sierologia:  nel  Centro  Italia  il  5.3  % della  popolazione  è
risultato  presentare  anticorpi  IgG  contro  un  antigene  solubile  della  parete  dell'oociste
protozoaria (Gomez Morales et al., 1992). Per contro, tali dati non corrispondono con quanto
trovato in un analogo studio condotto nel Nord, dove circa il 70 % dei volontari ha mostrato
una risposta sierologica positiva (Frost et al., 2000). Si suppone che la scelta dell'antigene
immunizzante possa aver influito sull'esito dei due studi.
 1.6.2 Giardia e Cryptosporidium nelle risorse idriche
In Italia né l'acqua potabile erogata, né l'acqua captata vengono monitorate per la ricerca di
(oo)cisti  protozoarie  in  quanto  tali  parametri  non sono contemplati  dal  corpus  normativo
vigente. I due principali decreti che delineano l'ambito delle risorse idropotabili sono il D. Lgs
31/2001 e s.m., dedicato all'acqua “pubblica”, ovvero distribuita dai sistemi acquedottistici, ed
il D. Lgs. 152/2006, noto anche come Testo Unico Ambientale, che disciplina l'interfaccia tra
attività antropiche ed ambiente. Nel caso specifico, il D.Lgs. 152/2006 si occupa di stabilire la
classe  qualitativa  delle  acque  superficiali,  enuncia  i  criteri  che  ne  decretano  la  possibile
potabilizzione e definisce i trattamenti a cui, di conseguenza, esse devono essere sottoposte
prima della distribuzione.
Soltanto  a  partire  dal  2000  iniziano  a  comparire  i  primi  studi  volti  alla  ricerca
ambientale di Giardia e Cryptosporidium, e precisamente la determinazione dei due protozoi
in vari  tipi  di matrici  idriche e nel suolo (Giangaspero et  al.,  2007). Una buona parte dei
campioni prelevati da acque superficiali si è mostrata positiva sia per cisti di Giardia che per
oocisti  di  Cryptosporidium,  mostrando  una  presenza  ubiquitaria  di  entrambi  i  protozoi  a
livello nazionale. Dei campioni analizzati, in media il 31 % è risultato positivo per Giardia,
mentre il 23 % per  Cryptosporidium (Brandonisio et al., 2004; Briancesco and Bonadonna,
2005; Di Benedetto et al., 2005; Sacco et al., 2006). Altra considerazione di rilievo è stata la
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detezione  di  concentrazioni  di  Giardia quasi  sempre  maggiori  rispetto  a  quelle  di
Cryptosporidium (Carraro et al., 2000; Briancesco and Bonadonna, 2005; Di Benedetto et al.,
2005). Come verrà discusso in seguito, tale dato è in contrasto con quanto rilevato in altri
paesi europei, Regno Unito in primis, nei quali sono le oocisti di Cryptosporidium ad essere
preponderanti nei campioni prelevati da acque superficiali. 
Per  quanto  riguarda  le  acque  sotterranee,  sembra  che  i  pozzi  profondi  non  siano
interessati da fenomeni di contaminazione fecale e, pertanto, esenti dalla presenza di (oo)cisti
protozoarie.  I  pozzi  superficiali,  ovvero  che  presentano  profondità  inferiori  ai  30  m,  per
contro, in alcuni studi sono risultati positivi per Giardia e da Cryptosporidium, oltre che per
gli  indicatori  batteriologici  classici  di  contaminazione fecale  (Briancesco and Bonadonna,
2005; Di Benedetto et al., 2005; Lonigro et al., 2006).
Alcuni studi italiani, chiaramente ispirati ad analoghe indagini condotte negli USA,
focalizzano  poi  sul  rischio  di  contrarre  giardiasi  e/o  criptosporidiosi  in  seguito  alla
balneazione in acque dolci contaminate. Tali studi non vanno ad investigare le aree balneabili
lacustri,  forse  più  vulnerabili  ad  eventi  di  contaminazione,  ma  indagano  unicamente  la
presenza delle (oo)cisti protozoarie in alcune piscine (Bonadonna et al., 2004; Briancesco and
Bonadonna, 2005; Oliveri et al., 2006).
Sono stati pubblicati anche alcuni studi condotti su acque reflue: vengono riportate
concentrazioni di Giardia fino a 108 000 cisti / L, che di nuovo si mostrano in media più
elevate  rispetto  a  quelle  di  Cryptosporidium  (Carraro  et  al.,  2000;  Cacciò  et  al.,  2003;
Briancesco  and  Bonadonna,  2005;  Di  Benedetto  et  al.,  2005).  Concentrazioni  elevate  di
(oo)cisti sono state segnalate anche in seguito ai trattamenti secondari di depurazione, e.g.
fanghi attivi e sedimentazione (Bonadonna et al., 2002; Di Benedetto et al., 2005; Lonigro et
al.,  2006),  mentre  i  trattamenti  terziari  sembrano  ridurre  significativamente  le  cariche
protozoarie nei reflui (Brandonisio et al., 2000; Carraro et al., 2000). La disinfezione, operata
in coda ai trattamenti depurativi, rappresenta infine un altro passaggio chiave. L'impiego di
cloro quale agente disinfettante sembra avere un blando effetto sulle cisti di Giardia ed essere
praticamente ininfluente nei confronti delle oocisti di Cryptosporidium  (Brandonisio et al.,
2004;  Briancesco  and  Bonadonna,  2005),  Notevole  i  dati  a  favore  dell'inefficacia  dei
trattamenti  di  attinizzazione  (irraggiamento  UV-C)  sulla  vitalità  delle  cisti  di  Giardia
(Brandonisio et al. 2007).
Si cita infine un'indagine condotta nel Lago di Varano (FO), che ha visto la ricerca di
(oo)cisti di Giardia e Cryptosporidium sia dell'effluente di un vicino depuratore fognario che
in  alcuni  esemplari  di  vongole  veraci  (Ruditapes  decussatus)  e  di  cozze  (Mytilus
galloprovincialis)  allevati  nello  specchio  lagunare  (Giangaspero,  2009).  Nonostante  i
campioni di bivalvi siano risultati negativi nel suddetto studio, è da rammentare il potenziale
utilizzo dei molluschi in qualità di organismi indicatori non solo per la determinazione della
qualità  chimica  delle  acque,  ma  anche  per  la  ricerca  di  alcuni  peculiari  microrganismi
idrotrasmessi, quali protozoi ed enterovirus (Mesquita et al., 2011).
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 1.7 Panoramica sui metodi analitici disponibili
Il metodo analitico ideale per la determinazione della qualità microbiologica di un campione
d'acqua consisterebbe nell'impiego di un protocollo unico per la ricerca  simultanea di tutti i
microrganismi d'interesse.  Chiaramente  una  metodica  unica non è ad oggi  disponibile,  in
quanto le differenze fisiche, biologiche e biochimiche che caratterizzano i principali gruppi di
patogeni, i.e. batteri, protozoi e virus, implicano necessariamente soluzioni tecniche diverse.
In altre parole, fattori quali la concentrazione ambientale, la dose infettiva, le dimensioni, il
ciclo vitale o ancora le condizioni di crescita e replicazione, richiedono procedimenti analitici
differenziali al fine di ottenere un'accurata quantificazione ed identificazione. Se in futuro si
dovesse riuscire ad integrare le diverse tecnologie in un metodo di detezione universale, ciò
rappresenterebbe di  sicuro un grande balzo in  avanti  per la  salute pubblica,  oltre che per
l'analisi qualitativa dell'acqua. Ad ora, la strategia forse più promettente è quella che prevede
l'impiego della tecnologia molecolare dei microarray (Straub, 2003; Lee, 2009; Lee et al.,
2010).
In linea con quanto esposto, per la detezione delle (oo)cisti  dei protozoi  Giardia e
Cryptosporidium  nelle acque,  ci si deve pertanto discostare dalle metodiche impiegate nel
controllo qualitativo classico, ovvero previsto dalle normative vigenti, che sono dedicate alla
ricerca  ed  enumerazione  di  parametri  indicatori  di  natura  batteriologica.  Le  metodiche
reperibili in letteratura molto devono ai protocolli della parassitologia clinica, rispetto ai quali
esse  cercano  in  primo  luogo  di  ovviare  all'enorme  differenza  di  concentrazione  che  si
riscontra tra campioni fecali e campioni ambientali. Si descrivono in seguito sia i principi dei
protocolli clinici, che quelli delle metodiche ambientali. Il quadro che ne emerge è quello su
cui ci si è basati per la successiva stesura di una nuova metodica per la detezione di (oo)cisti
protozoarie nelle acque, denominata metodo della Filtrazione su Cartuccia in Polipropilene
(FCP) (cfr.  5.1 ).
 1.7.1 Ricerca delle (oo)cisti in campioni fecali
I casi clinici di giardiasi e criptosporidiosi vengono di norma confermati mediante l'analisi
parassitologica delle feci del paziente, nelle quali si procede a ricercare cisti ed oocisti. Se il
campione fecale è fresco, talvolta è possibile osservare alcuni trofozoiti di Giardia mobili, che
però vanno incontro a rapido deperimento (Genchi, 2003). Il recupero delle cisti di Giardia è
ottimizzato  dall'impiego  di  una  metodica  di  concentrazione  generica  per  uova  e  cisti  di
parassiti, detta estrazione con etere-formalina. Di norma si procede con l'analisi di 3 campioni
distinti,  raccolti  in  3  giorni  diversi.  Cisti  ed eventualmente  trofozoiti  son  riconoscibili  in
microscopia ottica grazie alla loro tipica morfologia (cfr.  1.3 ), con l'aiuto della colorazione
con iodio di Lugol. Negli ultimi anni si sono resi disponibili sul mercato dei kit rapidi basati
sul principio dell'immuno-cromatografia o su saggi immunoenzimatici, e.g. Dip-stick (Fig. 9)
o  kit  ELISA.  Essi  sono  equiparabili  alle  tecniche  di  microscopia  per  quanto  riguarda
sensibilità e specificità, sono più veloci, ma per contro limitano la ricerca ad un solo tipo di
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microrganismo per  volta.  La detezione tramite  PCR e tecniche  da essa  derivate  non è di
particolare interesse diagnostico, oltre che essere resa difficoltosa dalla presenza di numerosi
fattori inibenti nelle feci. Può per contro essere impiegata qualora si stiano intraprendendo
studi di tipizzazione molecolare (Genchi, 2003; Alexander et al., 2013; McHardy et al., 2013).
Fig.  9: Kit immunocromatografico Dipstik (Biolife) per la detezione qualitativa di  Giardia e  Cryptosporidium
nelle feci.  Il  campione fecale viene posto in una  eppendorf nella quale si posiziona verticalmente la striscia
immunocromatografica. Il campione risale per capillarità. Nella parte bianca del supporto assorbente si trovano
adesi anticorpi diretti contro antigeni di superficie di Giardia e Cryptosporidium. Tali anticorpi sono coattati con
particelle di lattice che, in caso di positività del campione, si idrolizzano e generano due linee colorate, una per
ciascun patogeno (blu = Giardia; rosso = Cryptosporidium). Se il volume del campione è sufficiente, compare
inoltre una banda di controllo di colore verde nella porzione superiore del pad assorbente.
Per  quanto  concerne  Cryptosporidium,  la  situazione  rispecchia  abbastanza  quanto  già
descritto per  Giardia.  Fino agli  anni '80 la diagnosi di  criptosporidiosi  veniva confermata
mediante l'osservazione di preparati bioptici. Oggi si preferisce la ricerca delle oocisti nelle
feci. L'estrazione è identica a quanto visto precedentemente per l'altro protozoo, ma cambia il
tipo di colorazione richiesta. Per  Cryptosporidium si ricorre alla colorazione alcool-acido di
Ziehl-Nelssen, che va a marcare le oocisti con colore rosso brillante. In alternativa si può
impiegare lo staining con auramina. Anche per Cryptosporidium esistono dei test rapidi (Fig.
9), ma di nuovo essi forniscono unicamente indicazioni qualitative circa la presenza/assenza
del patogeno. La PCR può essere impiegata in caso di infezioni poco intense o qualora il
campione sia troppo degradato per procedere con la ricerca parassitologica canonica (Widmer,
1998; Genchi, 2003).
La  marcatura  delle  (oo)cisti  con  anticorpi  fluorescenti,  secondo  i  principi
dell'immunofluorescenza, viene talvolta impiegata sui campioni clinici, ma risulta molto più
costosa rispetto alle colorazioni standard. Visto l'elevato numero di (oo)cisti che si rivengono
nelle feci dei pazienti, l'elevato grado di specificità e sensibilità offerto dalla metodica si può
ritenere eccessivo per i campioni fecali (McHardy et al., 2013).
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 1.7.2 Ricerca delle (oo)cisti nelle matrici ambientali
L'indagine bibliografica condotta ha mostrato come lo sviluppo di metodi per la detezione a
livello ambientale di protozoi enteropatogeni idrodiffusi non sia per nulla concertato, ma che
esiste piuttosto una vasta gamma di protocolli proposti in maniera indipendente da Istituzioni
diverse, in diversi paesi. Una metodica standard di riferimento non è dunque ancora stata
selezionata. Il problema principale risiede nel trovare un trade-off tra l'optimum analitico ed i
costi di esecuzione (Betancourt, 2002; 2008).
Sinteticamente,  si  vede  come gran  parte  dei  metodi  proposti,  ciascuno  con le  sue
variazioni sul tema, si basi sulle tre attività cardinali di 1. concentrazione; 2. purificazione e 3.
detezione (EPA, 1995; 2001). E' proprio a livello del protocollo di detezione che si possono
distinguere due grandi blocchi. Il primo racchiude metodiche che si avvalgono della detezione
finale  delle  (oo)cisti  mediante  immunofluorescenza,  mentre  il  secondo  comprende  quelle
basate sulla detezione molecolare degli acidi nucleici (Dowd, 1999; Betancourt, 2002; 2008;
Cacciò, 2003; Fontaine, 2003; Betancourt et al., 2010; Alonso, 2011; Baque, 2011).
Concentrazione  e  purificazione  seguono  dei  passaggi  concettualmente  assimilabili,
nonstante il grande numero di versioni proposte: in genere si procede con la filtrazione di
grandi volumi d'acqua (da 10 a 1 000 L) su di una matrice filtrante idonea,  con porosità
variabile, ma chiaramente inferiore alle dimensioni delle (oo)cisti, i.e. < 4 μm. A questo punto
si recupera il materiale trattenuto dal supporto filtrante (per dissoluzione del filtro o lavaggio)
e lo si concentra (centrifugazione), onde poter separare selettivamente le (oo)cisti dai detriti
(separazione immunomagnetica o centrifugazione su resine che presentano un gradiente di
densità).
La detezione, come accennato, può avvenire per osservazione microscopica, in seguito
ad immunostaining con anticorpi fluorescenti ed eventuale marcatura del DNA nucleare con
4',6-diamidino-2-fenilindolo  cloridrato  (DAPI),  un  intercalante  dell'acido  nucleico  con
proprietà di fluorescenza, qualora si voglia evidenziare la vitalità delle (oo)cisti. In alternativa
per la detezione si può procedere con tecniche molecolari, che grazie alla loro sensibilità sono
adatte alle basse concentrazioni alle quali i due protozoi sono di norma presenti nelle acque.
Per ovviare ad una risposta di tipo meramente qualitativo, alcuni studi stanno correntemente
valutando l'impiego della real-time PCR, una tecnica quantitativa (Alonso, 2011; McHardy et
al., 2013).
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2. Analisi del rischio: scopi e principi applicativi
Nell'ottica della gestione integrata delle filiere idriche,  un approccio che va a garantire la
tutela della qualità delle stesse è rappresentato dalla conduzione di un'accurata analisi  del
rischio, volta alla tutela preventiva della salute della popolazione servita. L’analisi del rischio
(risk analysis) nell’ultimo decennio si è sempre più affermata come strumento d’elezione per
garantire la sicurezza e la qualità dei processi in molteplici ambiti. Il modello generale su cui
essa si basa comprende le tre fasi di: valutazione del rischio (risk assessment); gestione del
rischio (risk management) e comunicazione del rischio (risk communication) (CAC, 1999;
FAO/WHO  2008a).  All'interno  del  paradigma  dell'analisi  del  rischio,  la  valutazione  del
rischio  costituisce  la  componente  con  maggior  denotazione  scientifica  e  fornisce  una
descrizione  sistematica  dei  potenziali  effetti  avversi  del  processo  indagato,  andandone  a
chiarificare le ripercussioni finali sulla salute umana. La gestione del rischio, invece, va a
valutare le politiche decisionali alternative, seleziona quelle maggiormente idonee e le va a
implementare.  La  comunicazione  del  rischio,  da  ultimo,  si  occupa  dell’interscambio  di
informazioni tra tutti gli attori coinvolti nel processo.
Verso  la  fine  degli  anni  ’90,  la  Commissione  del  Codex  Alimentarius  (CAC),
l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) e la Food and Agricultral Organization (FAO)
hanno delineato un modello di valutazione del rischio applicato alla sicurezza microbiologica
degli  alimenti,  denominato  Microbiological  Risk  Assessment (MRA).  La  MRA  viene
espressamente definita come strumento da impiegare per fronteggiare preventivamente i rischi
rappresentati  dai  microrganismi  patogeni  trasmessi  mediante l’assunzione  di  alimenti
contaminati ed è tuttora identificata come area di lavoro prioritaria (CAC, 1999; FAO/WHOa;
b,  2008).  Il  modello  della  MRA contempla  un  processo  che  include  quattro  componenti
distinte: l’identificazione dei pericoli (hazard identification); la valutazione dell’esposizione
(exposure assessment); la caratterizzazione del pericoli (hazard characterization) ed infine la
caratterizzazione del rischio (risk characterization) (Fig. 10).
Fig. 10:Le quattro componenti del paradigma della valutazione del rischio (adattato da: FAO & WHO, 2008).
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Anche se l’ambito natio di applicazione della MRA è quello dell’industria agroalimentare o,
più in  generale,  della  filiera  di  produzione e trasformazione degli  alimenti,  i  principi  che
contraddistinguono il modello sono facilmente applicabili anche allo studio delle dinamiche
proprie delle filiere idriche. Non va infatti dimenticato che l’acqua, pur non possedendo né
calorie né valori nutrizionali, costituisce di fatto l’alimento più importante della dieta umana.
Nel  contesto  del  presente  lavoro,  si  può  delineare  un'applicazione  della  MRA
all'ambito delle filiere idriche, la quale viene così ad essere indirizzata all'indagine conoscitiva
del ruolo e delle dinamiche di contaminazione e persistenza proprie di Giardia duodenalis e
Cryptosporidium parvum. Le quattro componenti della MRA, coerentemente, possono essere
così interpretate:
- l’identificazione del pericolo è il processo di selezione e descrizione qualitativa dei pericoli
di natura microbiologica. Ad oggi, l’identificazione del pericolo per gran parte dei patogeni
emergenti  non  è  ancora  stata  sviluppata  completamente.  Per  contro,  nel  caso  di  Giardia
duodenalis e Cryptosporidium parvum, le numerose ricerche effettuate a livello internazionale
e già presentate nella sezione introduttiva del presente lavoro (cfr. 1.) consentono di effettuare
una caratterizzazione integrata del loro ciclo vitale, della via di trasmissione, dei fattori di
resistenza intrinseci nonché del potenziale epidemiologico dei due protozoi, restituendo a tutti
gli effetti non solo un’analisi di identificazione preliminare, ma una caratterizzazione alquanto
esauriente del pericolo rappresentato dalla presenza dei due patogeni nelle risorse idropotabili
(FAO/WHO, 2003). 
-  la  valutazione dell’esposizione fornisce una misura qualitativa e/o quantitativa di
quanto  la  popolazione  sia  di  fatto  esposta  ad  un  determinato  agente  patogeno  come
conseguenza dell’assunzione di un determinato alimento o, più coerentemente con l’ambito
del presente elaborato, della fruizione di una determinata risorsa idropotabile. La valutazione
dell’esposizione deve contemplare una stima sia della probabilità di utilizzare una data risorsa
contaminata che del livello, inteso come numerosità o carica, del patogeno di interesse.
-  la  caratterizzazione  del  pericolo  si  concentra  poi  sulla  tipologia degli  effetti  che
l’ingestione del patogeno comporta,  ovvero va a descrivere il  quadro clinico caratteristico
dell’infezione e ne determina l’eventuale dinamica di dose-risposta. Sia la giardiasi che la
criptosporidiosi  sono state  esaustivamente  descritte  in  numerosi  studi  di  carattere  clinico,
tanto che, ad esempio, la dose infettiva di entrambi i patogeni è già nota (cfr. 1.3.3 eErrore:
sorgente del riferimento non trovata).
- la caratterizzazione del rischio consiste nell’integrazione dei tre precedenti elementi e
porta all’ottenimento di una stima quantitativa composta dalla probabilità che un dato pericolo
si verifichi concretamente e dalla gravità delle ripercussioni che questo ha sulla salute umana
(FAO/WHO, 2003; 2008a; 2008b).
Tra  le  quattro componenti  proprie  della  MRA, la  valutazione dell'esposizione  è  di
particolare interesse contestualmente alla contaminazione delle risorse idropotabili da parte di
Giardia e  Cryptosporidium. In bibliografia sono pochi e scarni i lavori caratterizzati da un
approccio olistico ed interdisciplinare,  che risulta necessario per approfondire debitamente
l'argomento  (Rose  et  al.  1991;  Ryu  et  al.,  2007).  Per  contro  si  è  riscontrato  come siano
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molteplici i dati che, opportunamente rielaborati, possono apportare un contributo notevole
allo sviluppo del tema. Nello specifico si tratta dei numerosi case-report di eventi epidemici
di  giardiasi  e/o  criptosporidiosi  reperibili  che,  oltre  ai  dati  di  carattere  prettamente
epidemiologico, riportano informazioni anche circa le condizioni di contorno e gli eventi che
hanno  portato  allo  scoppio  dell'infezione  comunitaria  (Karanis,  2007;  Baldursson  and
Karanis,  2011).  Una  corretta  valutazione  dell’esposizione  deve  infatti  considerare  tutti  i
principali fattori che comportano un effetto diretto sul livello e la probabilità di esposizione al
pericolo, realizzando scenari alternativi per delineare tutte le possibili interazioni e modalità
di esposizione (CAC, 1999; (FAO/WHO, 2008a). Nel caso di Giardia e Cryptosporidium ciò
si traduce con l'individuazione e la caratterizzazione dei fattori che determinano le dinamiche
di contaminazione protozoaria delle risorse idropotabili, unitamente all'identificazione delle
possibili  vie  di  trasmissione.  Si  è  già  visto  come,  per  entrambi  i  protozoi,  la  via  di
trasmissione sia esclusivamente quella oro-fecale: le modalità di esposizione sono pertanto
riconducibili all'ingestione involontaria di (oo)cisti, o mediante assunzione di acqua ritenuta
potabile, o durante la balneazione in acque contaminate. Solitamente,  la  valutazione
dell’esposizione  viene  condotta  con  carattere  strettamente  locale,  basandosi  su  dati  geo-
specifici  che  descrivono  in  modo  realistico  soltanto  areali  limitati.  Nel  caso  della
contaminazione protozoaria delle risorse idriche, però, possiamo assumere che le dinamiche
siano simili anche su scala internazionale, dal momento che le opere di ingegneria sanitaria e
le tipologie di trattamento operate sono per lo più standard. Ad ogni modo, dal momento che è
abbastanza  comune  trovarsi  di  fronte  ad  un’incompletezza  o  disomogeneità
dell’informazione, per quanto numerosi possano essere i dati disponibili,  si può ovviare al
problema adottando un  modello di stima per valutare l'esposizione effettiva e caratterizzare
numericamente il rischio di contaminazione delle risorse idriche. Il modello vuole essere una
rappresentazione  semplificata  di  un  sistema più  complesso,  capace  di  esplicitare  come il
sistema in esame risponda in determinate situazioni. Il vantaggio principale di un modello è
quello  di  poter  formulare  una  predizione  di  eventi  non  ancora  verificati  o  osservati.  Si
possono mettere a punto modelli di stima qualitativi, con funzione prettamente descrittiva, e
modelli quantitativi, che prevedono il processamento analitico di variabili numeriche. Sempre
in  relazione  alla  tipologia  dei  dati  disponibili,  è  possibile  realizzare  anche modelli  misti,
definiti  semi-quantitativi.  Per  l'implementazione  di  questi  ultimi  si  rende  necessario
raccogliere  dati  appartenenti  a  due  categorie  principali.  La  prima  comprende  i  dati  che
descrivono i processi biologici, ambientali ed antropici in gioco, mentre la seconda include i
dati numerici necessari per stimare quantitativamente l’esposizione. Anche se l’impiego di
modelli semi-quantitativi nell’ambito della sicurezza alimentare è piuttosto recente, essi sono
guardati con crescente interesse dal momento che forniscono un livello di analisi intermedio
tra la valutazione meramente descrittiva di dati qualitativi e la complessa ed esigente indagine
analitica di variabili numeriche. Il vantaggio principale di questa tipologia di modello è quello
di ovviare al poco rigore scientifico ed alle numerose incertezze che spesso caratterizzano i
modelli qualitativi, senza però necessitare di addentrarsi tra complessi calcoli matematici e
raccogliere sterminate serie di dati, come richiesto dai modelli puramente quantitativi.
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SEZIONE II – Materiali e metodi
37
3. Il sito sperimentale: la filiera idrica integrata di Padova
Il  D.  Lgs.  152/2006,  recante  Norme  in  materia  ambientale, definisce  il  servizio  idrico
integrato  come  quel  servizio  “costituito  dall'insieme  dei  servizi  pubblici  di  captazione,
adduzione e distribuzione di acqua ad usi civili, di fognatura e di depurazione delle acque
reflue”. Per quanto concerne il Comune di Padova, il servizio idrico integrato è attualmente
affidato alla società Acegas-Aps (gruppo Hera), che ne gestisce tutti i sopracitati settori.
La principale fonte di approvvigionamento idrico della città patavina è costituita dal
sistema falde sotterranee che riaffiorano nei pressi di Dueville (VI), nella cosiddetta  fascia
delle risorgive dell'Alto Vicentino. Ivi si trovano numerosi pozzi artesiani di attingimento che,
con una potenzialità di erogazione complessiva di 1 400 L/s, garantiscono la fornitura del
92% del fabbisogno idrico complessivo dell'area urbana di Padova. Il restante 8% deriva dalla
captazione  accessoria  delle  acque  superficiali  del  Canale  Brentella.  L'allontanamento  del
refluo  civile  di  Padova  è  poi  garantito  da  un  complesso  sistema  fognario  di  tipologia
prevalentemente mista che conferisce i liquami al depuratore cittadino, sito in località Ca'
Nordio. L'effluente dell'impianto, in seguito al trattamento depurativo, va poi ad immettersi
nel  fiume  Bacchiglione,  nel  tratto  denominato  Canale  Scaricatore,  che  abbandona  l'area
urbana padovana e fluisce in direzione S-SE fino a sfociare nei pressi di Sottomarina (VE),
congiuntamente al fiume Brenta.
Nel  presente  studio  si  è  andati  ad  indagare  la  presenza  di  Giardia spp.  e
Cryptosporidium spp. lungo l'intera filiera idrica sopra descritta, con lo scopo di valutare la
dinamica di un'eventuale contaminazione e persistenza delle risorse idropotabili da parte dei
due protozoi enteropatogeni.
 3.1 Il sito di captazione dell'acquedotto padovano: le risorgive di Villaverla
214 m2 nel territorio del Comune di Dueville. Dal 1970 esso è stato riconosciuto come area
protetta e denominato Oasi Naturalistica di Villaverla. All'interno di questa qualsiasi tipo di
coltivazione agraria è stato bandito e si sta correntemente cercando di ripristinare l'ecosistema
floro-faunistico  delle  antiche  foreste  planiziali  che  un  tempo  caratterizzavano  l'area
(Gerometta and Crestani, 2012a; Peruzzo et al., 2012). L'Oasi  si colloca nella  fascia delle
risorgive dell'Alto Vicentino, lungo la quale si ha la naturale fuoriuscita dalla falda sotterranea
delle  portate  idriche  eccedenti.  Queste  acque emergenti  originano un reticolo  superficiale
diverso da quello dei corsi d'acqua naturali e contribuiscono alla creazione delle zone umide,
di particolare bellezza ed importanza ecologica, come, ad esempio, la sopracitata zona umida
del  Bosco di  Villaverla.  La  posizione  della  linea  delle  risorgive  migra  stagionalmente  in
funzione delle variazioni del bilancio idrico, interessando una fascia di larghezza variabile fra
2 e 10 km (Rinaldo et al., 2004).
Il viaggio sotterraneo dell'acqua, dal momento in cui essa cade come precipitazione
meteorica nella pedemontana e sui vicini rilievi a quello in cui riaffiora nel territorio dell'Oasi,
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dura all'incirca 10 anni. In questo decennio l'acqua, infiltrandosi tra strati di sabbia e ghiaia
via via più profondi, subisce un processo di filtrazione mediante il quale le particelle solide
più  grossolane  che  essa  trasporta  vengono  rimosse  fisicamente  dal  suolo.  Una  parte
consistente delle particelle più piccole viene invece trattenuta grazie ad effetti chimico-fisici
equiparabili ai trattamenti artificiali di coagulazione ed adsorbimento. Ad idonee porosità, la
filtrazione operata dal terreno va a trattenere anche i microrganismi eventualmente presenti
nelle acque. Basti pensare che il grado di qualità microbiologica dell'acqua che zampilla dalle
risorgive è tale da rendere teoricamente non necessario alcun trattamento di disinfezione. La
clorazione con ipoclorito di sodio viene comunque operata a scopo cautelativo vista la grande
lunghezza delle condotte di adduzione. Il contatto con i ciottoli innesca inoltre un processo di
mineralizzazione che arricchisce l'acqua di sostanze inorganiche (Peruzzo et al., 2012).
Gli  acquiferi  dell'Alta  e  Media  pianura  vicentina,  oltre  ad  alimentare  la  rete
acquedottistica padovana (60% dei prelievi),  costituiscono la fonte di approvvigionamento
idrico  anche  per  la  maggior  parte  del  territorio  provinciale  vicentino  (40% dei  prelievi).
Questa notevole disponibilità idrica ha permesso lo sviluppo di numerose attività industriali
che  necessitano  di  elevati  volumi  d'acqua  nel  loro  ciclo  produttivo  ed  il  contemporaneo
accrescimento del settore agricolo,  strettamente connesso alla fornitura di acqua per scopi
irrigui. Il territorio considerato si estende nell'anfiteatro alluvionale disteso a nord di Vicenza,
sino alle pendici meridionali dell'Altopiano di Asiago, ed è compreso fra i monti Lessini ad
ovest ed il fiume Astico ad est. La zona è attraversata da alcuni corsi d'acqua il cui bacino
idrografico è particolarmente esteso, e.g.  i  fiumi Leogra e Timonchio. All'interno dell'area
l'andamento del terreno è sostanzialmente pianeggiante, con pendenze decrescenti da nord-
ovest  verso sud-est.  Uno dei  caratteri  principali  di  questa  zona è  proprio la  straordinaria
ricchezza  delle  falde  d'acqua  sotterranea,  derivante  sostanzialmente  da  due  fattori: una
struttura geologica del sottosuolo particolarmente favorevole e ed il delicato meccanismo che
consente la ricarica dell'acquifero esistente (Rinaldo et al., 2004; Boscolo and Mion, 2008).
Da nord verso sud la pianura alluvionale può essere suddivisa in tre zone principali: la
zona di ricarica, la fascia delle risorgive e la zona di accumulo (Fig. 11). La zona di ricarica è
individuata dal materasso alluvionale dell'alta pianura. L’alta pianura è infatti formata da una
serie di conoidi alluvionali di sabbia e ghiaia, sovrapposte ed intersecate fra loro, depositatesi
in  corrispondenza  dello  sbocco  in  valle  dei  corsi  d’acqua.  Tale  zona,  dotata  di  elevata
permeabilità, costituisce un imponente acquifero indifferenziato . Questa zona è caratterizzata
dalla  presenza di  un'unica  falda freatica a  superficie  libera,  per  altro  molto vulnerabile  a
fenomeni di inquinamento, le cui isofreatiche (linee che congiungono i punti della falda con
stessa profondità) si avvicinano, procedendo verso SE, alle quote del piano campagna. In
questa zona la falda ha una velocità di scorrimento che può  arrivare fino a 12 m al giorno
(Mion, 2002).
Nella  parte  più  meridionale  della  zona  di  ricarica,  ovvero  nella  media  pianura,  i
depositi sono rappresentati da materiali progressivamente più fini, costituiti da ghiaie e sabbie
con digitazioni limose ed argillose le quali diventano sempre più frequenti da monte a valle.
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Fig. 11: Rappresentazione schematica di una sezione dell'acquifero dell'Alto Vicentino (Altissimo et al., 1999).
Lo spessore del materasso permeabile di sabbia e ghiaia cresce progressivamente con l'allontanamento dalla zona
pedemontana, fino ad infrapporsi agli strati impermeabili di limo e argilla che forzano la risalita dell'acqua.
L'orizzonte argilloso e discontinuo che compare inizia a separare le falde libere superficiali
(falde freatiche) dalle falde più profonde e in pressione (falde artesiane), che si vengono a
localizzare  negli  strati  permeabili  intercalati  a  quelli  argillosi,  dotati  invece  di  bassissima
permeabilità. Il sistema delle falde in pressione è strettamente collegato verso monte all’unica
grande falda freatica indifferenziata dalla quale trae alimentazione ed è condizionato dal punto
di vista qualitativo (Rinaldo et al., 2004).
La  fascia  delle  risorgive  o  fontanili,  è  la  zona  della  media  pianura  in  cui  si  ha
l'affioramento spontaneo delle portate eccedenti della falda sotterranea. La falda sotterranea,
infatti, fortemente alimentata dalle acque meteoriche e da quelle dei fiumi che si infiltrano nei
terreni permeabili dell’alta pianura, ha un notevole carico idrostatico, ma viene ostacolata nel
suo deflusso verso Sud dai terreni impermeabili della bassa pianura. Le acque vengono in
questo modo forzate ad emergere, formando le risorgive. Da un punto di vista puramente
idraulico le risorgive costituiscono il “troppo pieno” del grande acquifero indifferenziato del
Vicentino. Le acque affioranti originano un reticolo superficiale diverso da quello dei corsi
d'acqua  naturali  e  contribuiscono  alla  creazione  di  aree  umide  di  particolare  bellezza  ed
importanza ecologica, come ad esempio l'Oasi di Villaverla. La posizione della linea delle
risorgive non è stabile,  ma migra stagionalmente in funzione delle variazioni del bilancio
idrico, interessando una fascia di larghezza variabile fra i 2 ed i 10 km (Chemello, 2008).
La zona di accumulo, infine, si trova a sud delle risorgive ed è caratterizzata da una
netta  differenziazione  in  falde  sovrapposte  che  danno  luogo  ad  un  complesso  acquifero
multistrato, tipico della bassa pianura. I depositi alluvionali ghiaiosi profondi si assottigliano
sempre più, fino ad esaurirsi. Qui il sottosuolo è costituito da un’alternanza di materiali a
granulometria fine (limi, argille e frazioni intermedie) con sabbie a variabile percentuale di
materiali più fini (sabbie limose, sabbie debolmente limose, limi sabbiosi, ecc.). Gli acquiferi
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artesiani derivanti da questa struttura geologica sono caratterizzati da bassa permeabilità e
contengono falde con bassa potenzialità e ridotta estensione, e.g. gli acquiferi del veneziano
(Mion, 2002), le cui acque scorrono a una velocità di 1-10 cm al giorno (Chemello, 2008).
A profondità  progressive  sono presenti  dunque  diverse  falde  acquifere:  quella  più
superficiale (≥ 25 m sotto il piano campagna) è poco utilizzata. Le prime falde artesiane in
pressione, rispettivamente collocate tra i 25 e i 60 m e tra i 70 ed i 100 m sotto il piano
campagna,  sono già  discretamente  sfruttate.  Ad ogni  modo,  sono le  falde  più profonde a
costituire la più importante fonte di approvvigionamento per gli scopi acquedottistici (Rinaldo
et al., 2004).
 3.2 La storia idrogeologica dell'acquifero dell'Alto Vicentino
I processi sedimentari avvenuti nel corso delle recenti ere geologiche hanno prodotto una serie
di  depositi  alluvionali  nella  pianura  veneta,  tra  loro  sovrapposti  ed  intercalati,  che
costituiscono uno dei più capienti serbatoi d’acqua sotterranea di tutta Europa. La costruzione
di tale serbatoio è legata all’intensa attività orogenetica alpina che si è esplicata in più fasi a
partire dal Cretaceo (150 Ma) fino al Pliocene (5 Ma). Nel Cretaceo (Mesozoico) la regione
italica si trovava sommersa da un braccio occidentale della Tetide, l'oceano che si interpose
tra i supercontinenti Laurasia e Gondwana lungo l'asse est-ovest in seguito alla rottura della
Pangea.  I  sedimenti  marini  si  accumularono nel tempo assumendo spessori  di  migliaia  di
metri e si trasformarono in calcari dolomitici. Nell'era successiva, il Cenozoico, in seguito al
movimento  della  zolla  africana  contro  quella  europea,  iniziò  il  corrugamento  del  fondale
marino. Il processo di orogenesi delle Alpi che ne derivò si protrasse fino al tardo la fine del
Miocene, ovvero circa 10 Ma or sono (Boscolo and Mion, 2008).
La struttura oro-tettonica risultante, che ora si trova lungo la direttrice Schio-Bassano,
apparve estremamente favorevole ai fenomeni idrogeologici successivi: gli strati dolomitici,
che nelle zone più elevate andarono a formare i massicci delle Piccole Dolomiti, si trovano
flessi verso il basso, creando una fossa tettonica in grado di accogliere i sedimenti erosivi dei
periodi  geologici  seguenti.  L'acquifero  vero  e  proprio  si  andò  infatti  a  costituire durante
l'ultimo milione e mezzo di anni, nel Pleistocene. L’ampia insenatura compresa tra le Alpi e
l’Appennino  Tosco-Emiliano  alla  fine  del  Pliocene  costituiva  il  golfo  Pliocenico  Padano,
completamente sommerso da un mare tropicale che arrivava a lambire le Alpi piemontesi. Tra
il Pliocene ed il Pleistocene inferiore questa insenatura venne progressivamente riempita da
depositi marini, soprattutto nella parte orientale, e da depositi fluviali (Boscolo and Mion,
2008).
L’attuale aspetto della Pianura Padano-Veneta è dovuto all’azione dei ghiacciai e dei
fiumi, rispettivamente durante i quattro periodi glaciali (Günz, Mindel, Riss e Würm) della
glaciazione quaternaria ed i relativi periodi interglaciali. I ghiacciai che ricoprivano le vallate
alpine esercitavano un'intensa attività erosiva i cui prodotti venivano accumulati allo sbocco
delle valli in pianura sotto forma di anfiteatri morenici,  estremamente permeabili (conoidi
alluvionali o  di deiezione).  L'ultimo periodo glaciale, il Würm, terminò all'incirca 10 000
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mila anni fa ed è a partire da questo momento che i fiumi iniziarono a dare l’assetto attuale
alla pianura e a creare le premesse per la formazione delle risorgive. I materiali che i fiumi
riprendevano dai  depositi  morenici,  granulometricamente eterogenei,  vennero depositati  in
pianura  in  un  ordine  che  seguiva  la  loro  dimensione  (ghiaie-sabbie-limi-argille).  L'ordine
segue di fatto la granulometria dei sedimenti, ma non è mai rigido e dipende da diversi fattori,
tra cui la portata delle varie fasi di piena e la composizione litologica. In modo congruente,
analizzando una sezione NO-SE della pianura veneta si può osservare che le ghiaie dominano
verso Nord ed i sedimenti fini prevalgono verso Sud. Tra le due fasce è possibile individuarne
una  di  transizione,  con  caratteristiche  litologiche  intermedie,  che  nel  vicentino  assume
un’ampiezza variabile dai 2 ai 10 km (Zanovello, 2001; Chemello, 2008).
 3.3 Il bilancio idrologico
L'imponente serbatoio sotterraneo dell'Alto Vicentino ospita enormi quantità di acqua, la cui
provenienza  va  ricondotta  essenzialmente  a  due  diversi  fenomeni:  le  precipitazioni
atmosferiche (~1 500 mm/anno) e l'infiltrazione nel terreno ghiaioso delle acque dei fiumi. Il
volume efficace dell'acquifero, ovvero la somma degli spazi vuoti, supera i 180 milioni di m3.
Il bilancio della riserva idrica disponibile è al momento positivo, ed è caratterizzato da afflussi
in entrata, nella zona di ricarica, e deflussi in uscita. Il sistema si mantiene in equilibrio fin
tanto che afflussi e deflussi assumono dimensioni simili, pur nella variabilità tipica dei diversi
fattori del bilancio (Altissimo et al., 1999). I principali afflussi che determinano la ricarica
degli acquiferi sotterranei sono:
• le infiltrazioni delle precipitazioni atmosferiche (20%)
• le dispersioni dei corsi d'acqua (46%)
• le infiltrazioni delle acque irrigue (34%)
Dei diversi  contributi  alla ricarica della falda,  quello della dispersione dall'alveo dei corsi
d'acqua, favorito dalla natura ghiaiosa del materasso alluvionale, è il più significativo. Si ha
dispersione in alveo quando il pelo libero del corso d'acqua è ad una quota superiore rispetto
al  livello  freatico.  In  caso  contrario  è  l'acquifero  ad  alimentare  il  corso  d'acqua.  Le
dispersioni, entro un certo limite, sono proporzionali alle portate dei corsi d'acqua e quindi
agli afflussi meteorici. 
Il contributo alla ricarica degli acquiferi costituito dalle precipitazioni meteoriche è
favorito dalla componente ghiaiosa del terreno e dalle basse pendenze del suolo, fattori che
agevolano il processo di infiltrazione nel sottosuolo. La precipitazione efficace, intesa come
contributo meteorico alla ricarica degli acquiferi, può essere assunta come differenza tra le
precipitazioni e l'evapo-traspirazione, essendo questa l'unica causa di perdita di risorsa. 
L'ultimo fattore da prendere in considerazione per valutare il processo di ricarica degli
acquiferi è quello dovuto all'acqua che viene dispersa sul terreno dai sistemi di irrigazione: ciò
e molto importante perché buona parte dei terreni irrigui si trova nell'area di ricarica della
falda, e consente di affermare che la pressione esercitata sull'ambiente dall'irrigazione è, senza
considerare l'aspetto qualitativo, minore rispetto a quella esercitata da prelievi idrici di altro
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tipo, pur trattandosi di quantità d'acqua estremamente elevate. I principali deflussi del sistema
sono invece:
• le portate uscenti dalle risorgive
• i prelievi artificiali (uso acquedottistico, irriguo, industriale, privato)
• i deflussi sotterranei del sistema in pressione attraverso le frontiere meridionali
Le portate spontaneamente uscenti dalle risorgive possono essere considerate come il troppo
pieno del sistema idrogeologico sotterraneo, tanto che un'importante fonte di informazione sul
regime della falda è rappresentata proprio dal regime uscente delle risorgive. Ad ogni modo
l'intervento  umano  ha  parzialmente  modificato  il  loro  aspetto  creando  numerosi  punti  di
emergenza  dove  le  portate  sono  estratte  con  opere  artificiali  per  l'uso  acquedottistico,
agricolo, industriale o privato.
Negli ultimi 20 anni la popolazione delle province di Vicenza e Padova è aumentata di
circa un decimo e, conseguentemente, si è registrato un significativo aumento dei prelievi
idrici per uso potabile. Ad ogni modo i prelievi d'acqua ad uso potabile interessano solo una
piccola porzione della capacità produttiva dell'acquifero e possono essere considerati quasi
trascurabili.  I prelievi ad uso irriguo sono gestiti dai Consorzi di irrigazione e bonifica, che
prelevano le risorse idriche sia da corsi d'acqua superficiale, sia da corpi idrici sotterranei. Nei
mesi estivi vengono utilizzati dei pozzi di soccorso, che permettono di garantire anche nei
periodi di magra dei corsi d'acqua, l'adeguata irrigazione alle coltivazioni. Per quanto riguarda
il settore industriale, le attività che pesano di più in termini di prelievo in provincia di Vicenza
sono l'industria della carta, l'industria chimica-farmaceutica, la lavorazione di minerali non
metalliferi, l'industria della concia e l'industria alimentare. Si può comunque affermare che,
mentre la domanda idrica per unità di prodotto presenta una tendenza alla diminuzione, grazie
all'innovazione tecnologica, la domanda idrica totale risulta in crescita sia per l'incremento
delle produzioni,  sia per una maggiore diffusione di usi  impropri  dell'acqua stessa.  e.g. la
necessità di rispettare la qualità dello scarico industriale finale (Rinaldo et al., 2004; Boscolo
and Mion, 2008).
La  grande  facilità  di  reperimento  di  acqua  nel  sottosuolo,  soprattutto  nei  comuni
ubicati immediatamente a valle della fascia delle risorgive, ha favorito lo sfruttamento diretto
ad  uso  privato  delle  acque  sotterranee  prelevate  da  falde  in  pressione  ad  erogazione
spontanea, poste a debole profondità. Tale circostanza ha determinato, in alcuni comuni, la
totale  assenza  di  acquedotti  pubblici  (Dueville  e  Pozzoleone)  o un loro  parziale  sviluppo
(Schiavon,  Bressanvido,  Bolzano  Vicentino).  Due  censimenti,  effettuati  dall'Università  di
Padova  (1992-1995)  e  dal  Centro  Idrico  di  Novoledo  (1997-1998)  hanno  individuato  la
presenza  di  circa  3300  pozzi  artesiani  in  un  territorio  di  17  comuni  (11  in  provincia  di
Vicenza, 6 in provincia di Padova). A questi pozzi vanno aggiunti quelli freatici che, sebbene
in numero più elevato (circa 5000), generalmente si alimentano da falde di scarso interesse
sotto il profilo qualitativo e qualitativo e con portate estratte che risultano inferiori di almeno
un  ordine  di  grandezza.  Verrà  discussa  in  seguito  un'attività  preliminare  che  ha  visto  il
campionamento  di  alcuni  pozzi,  sia  superficiali  che  profondi,  dislocati  nel  territorio  del
Comune  di  Dueville,  sia  come  test  operativo  sul  campo  per  il  collaudo  delle  metodica
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analitica per la detezione di Giardia e Cryptosporidium, che per una valutazione della qualità
microbiologica della falda acquifera dell'Alto Vicentino (cfr.  4.1 ).
 3.4 La storia dell'acquedotto di Padova
Sebbene in epoca romana l'antica Patavium fosse dotata di un acquedotto civico, dal periodo
alto-medievale fino al XIX secolo la città sfruttò per il proprio approvvigionamento idrico
unicamente  dei  pozzi  di  raccolta  delle  acque  meteoriche  e/o  delle  acque  superficiali  del
Bacchiglione. La storia del moderno acquedotto di Padova inizia infatti nella  seconda metà
del  '800 (Zanovello,  2001),  quando  il  fenomeno  dell'urbanesimo  comportò  un  rapido
accrescimento dell'area urbana, l'incremento della popolazione residente e lo sviluppo delle
attività  industriali.  I  pozzi  cittadini  iniziarono  pertanto  a  non  costituire  più  una  fonte  di
approvvigionamento sufficiente ma soprattutto sicura. Vista l'assenza di un sistema fognario
che drenasse i reflui in modo appropriato, i pozzi iniziarono infatti a raccogliere anche gli
scarichi, sia domestici che industriali, che percolavano nel terreno o che venivano riversati nel
Bacchiglione. La situazione sanitaria di Padova si fece critica, con il verificarsi di numerosi
casi di febbre tifoide e perfino di epidemie di colera (Berselli, 1868; Romano, 2001).
Di fronte alla pressante esigenza di risolvere la criticità della situazione sanitaria, nel
1875  il  Comune  istituì  una  Commissione  scientifica incaricata  di  realizzare  uno  studio
preliminare per la realizzazione congiunta di un acquedotto e del sistema fognario. A distanza
di due anni, nel 1877, non avendo ancora ottenuto alcun risultato, venne eletta una seconda
Commissione che  si  dedicò  allo  studio  esclusivo dell'acquedotto.  Come verrà  discusso in
seguito,  il  problema  dell'assenza  di  fognature  verrà  invece  ripreso  soltanto  a  distanza  di
vent'anni (cfr.  3.6 ). La nuova Commissione si trovò innanzitutto a dover individuare la fonte
più adatta per l'approvvigionamento idrico di Padova. Per la prima volta si parlò di captare le
acque di risorgiva, molto più protette dalla contaminazione sia rispetto ai pozzi cittadini che
alle acque superficiali dei fiumi limitrofi. Nello specifico, furono prese in considerazione le
risorgive  presenti  nelle  aree di  Fontaniva  (PD),  Oliero  (VI),  Camisino (VI)  e  dell'area di
Dueville-Villaverla-Povolaro, nell'Alto Vicentino. La maggiore causa di perplessità consisteva
però nella grande distanza (>30 km) che intercorreva tra tutte queste aree di risorgiva e la
città,  a  differenza dei  vicini  fiumi Brenta e  Bacchiglione.  Ad ogni  modo,  vista  la  qualità
nettamente  superiore  delle  acque  sotterrane,  indicate  come fonti  da  preferire  anche  dagli
igienisti dell'epoca, e la sicurezza di avere a disposizione un approvvigionamento continuo ed
indipendente dalla stagionalità, ben presto si abbandonò l'idea di rifornire Padova con acque
superficiali (Maffei, 2001).
I  progetti  alternativi  che  vennero  valutati  dalla  Commissione  furono  numerosi  e
soltanto nel 1885 venne scelto ed approvato il progetto definitivo. Tale progetto fu quello
presentato dall'Ing. Vincenzo Stefano Breda, presidente della  Società Veneta per Imprese e
Costruzioni Pubbliche. Il progetto finale, secondo le prescrizioni della stessa Commissione,
avrebbe  previsto  la  captazione  delle  acque  provenienti  dalle  risorgive  di  Villaverla,  la
costruzione  di  una condotta  libera  per  l'adduzione  nonché la  realizzazione  di  una  rete  di
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distribuzione  cittadina  in  tubi  di  ghisa.  La  Società  Veneta,  che  già  aveva  costruito  gli
acquedotti  di  Venezia,  Verona  e  Napoli,  si  appaltò  così  l'esecuzione  dei  lavori  e  l'anno
successivo iniziò a scavare i primi pozzi nell'Alto Vicentino, mediante l'infissione nel terreno
di  pozzi  Norton o  pozzi a  tubi  battuti.  Vennero  scavati  un  totale  di  131  pozzi,  ad  una
profondità compresa tra gli 8 ed i 25 m. L'acqua zampillante dai pozzi sarebbe confluita in
una galleria di presa coperta, che la avrebbe poi convogliata in due vasche di raccolta, punto
di partenza della lunga condotta di adduzione (Gerometta and Crestani, 2012a).
I lavori della linea di adduzione vennero terminati nel 1890, con il completamento di
una canaletta in calcestruzzo a sezione trapezoidale lunga più di 40 km, nota come “Canaletta
a pelo libero”.  Dall'edificio della galleria di presa di Villaverla, la canaletta partiva verso il
territorio  urbano  di  Padova,  seguendo  un  percorso  sotterraneo  snodato  dapprima
parallelamente alla ferrovia Vicenza-Schio e poi lungo il  tracciato della strada provinciale
Vicenza-Padova (Fig. 12; Fig. 13). Il tragitto gravimetrico dell'acqua da Villaverla a Padova,
con una velocità media di circa 1 m/s, durava all'incirca 10 ore e quotidianamente venivano
trasportati 40 milioni di litri d'acqua, pari a circa 15 miliardi di litri l'anno (Maffei, 2001;
Gerometta and Crestani, 2012a).
Fig. 12: Il percorso sotterraneo della linea di adduzione dell'acquedotto padovano più antica, la Canaletta a pelo
libero, ultimata nel 1890.
Nelle  scelte  operate  dalla  Società  Veneta,  sicuramente  era  individuabile  l'intenzione  di
progettare e realizzare un acquedotto che, con una sola condotta, potesse rifornire non solo
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Padova, ma anche Vicenza e, in parte, Venezia. A testimonianza di ciò, vi è la realizzazione
del Partitore, un piccolo edificio realizzato a Vicenza per dividere l'acqua destinata a Padova
da quella  eventualmente  messa a  disposizione  della  città  berica. L'obiettivo  della  Società
Veneta, però, non si concretizzò e, nel 1891, una pesante crisi economica costrinse la Società
a vendere l'acquedotto allo stesso comune patavino (Maffei, 2001).
Fig. 13: La Canaletta a pelo libero si trovò a dover superare alcuni corsi d'acqua (Tesina, Tesinella, Ceresone,
Brentella) che scorrevano trasversalmente al suo percorso sotterraneo. A questo scopo vennero realizzate delle
strutture apposite, dette sifoni, che permettono di oltrepassare tali corsi d'acqua, passando sotto al loro letto. Per
resistere alla forte  pressione esercitata dall'acqua sulle pareti  del  condotto in calcestruzzo, in questi  tratti  si
utilizzarono dei tubi di ghisa.
 3.5 L'acquedotto moderno
Il  cuore  storico  dell'acquedotto  di  Padova  è  tutt'ora  in  funzione:  i  pozzi  di  Villaverla
continuano ad erogare acqua di ottima qualità, la quale viene ancora convogliata e trasportata
fino a Padova dalla Canaletta a pelo libero. Pur tuttavia l'acquedotto padovano, per far fronte
al sempre crescente fabbisogno idrico, nel mentre è stato potenziato. Nel 1958, ovvero circa
70 anni dopo la realizzazione della Canaletta a pelo libero, venne infatti costruita una seconda
linea di adduzione idrica in cemento, del diametro di 900 mm. La condotta da 900 mm è in
grado di trasportare fino a 75 milioni di litri d'acqua al giorno, pari a 27 miliardi di litri l'anno.
Anche questa  seconda linea recapita  a  Padova acqua captata  da pozzi  nell'Alto Vicentino
(Gerometta and Crestani, 2012a).
Nel  2000  è  stata  realizzata  una  terza  linea  di  adduzione,  che  si  compone  di  una
moderna condotta  in  acciaio del  diametro di  1  300 mm. All'interno della  nuova condotta
l'acqua non scorre più per semplice gravità, ma in pressione, accorciando così notevolmente i
tempi di percorrenza e limitando al contempo il rischio di contaminazione da infiltrazioni. La
nuova linea di  adduzione è  in  grado di  trasportare  da sola  150 milioni  di  litri  d'acqua al
giorno. La nuova condotta in acciaio non parte da Villaverla, ma dall'impianto a carboni attivi
di Saviabona, posto una decina di chilometri più a Sud rispetto alle risorgive classiche, per poi
raggiungere il padovano seguendo un percorso parallelo a quello della condotta da 900 mm.
Nei pressi della Centrale di Saviabona sono stati inoltre messi in funzione 20 nuovi pozzi
profondi di attingimento.
Ad oggi l'acquedotto di Padova si compone dunque di tre linee di adduzione (Fig. 14):
la  Canaletta  a  pelo  libero,  la  condotta  da  900  mm  e  la  condotta  da  1  300  mm.  Esse,
complessivamente, soddisfano il fabbisogno idrico di circa 300 000 utenti, garantendo una 
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fornitura annua complessiva di più di 44 milioni di m3 di acqua potabile ( Tab. 2) (Gerometta
and Crestani, 2012a). Le  infrastrutture  che  complementano  il  moderno  sistema
acquedottistico  di  Padova  si  possono  dividere  per  classi  di  funzionalità  in:  centrali  di
potabilizzazione, stazioni di sollevamento, serbatoi di stoccaggio.
Fig.  14:  Schema dell'infrastruttura  acquedottistica  moderna.  La  figura  riporta  i  centri  urbani  di  riferimento
(Dueville, Vicenza e Padova) ed il percorso delle tre linee di adduzione: la Canaletta a pelo libero (verde), la
condotta in cemento del 1958 (blu) e la tubazione in acciaio inaugurata nel 2000 (rosso).
Abitanti serviti n. 301 201
Utenze totali n. 142 706
famiglie 117 660
utenze non domestiche 25 046
Acqua addotta m3 44 142 939
da falda sotterranea % 92
superficiale % 8
Lunghezza rete km 2 058
Tot. linee di adduzione km 175
Tot. rete di distribuzione km 1 883
Tab. 2: Il servizio acquedottistico di Padova in cifre (dati aggiornati al 01.01.2011).
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Dal punto di vista impiantistico, l’acquedotto di Padova è dotato di 4 centrali polifunzionali
che  assolvono i  compiti  sopra  elencati  in  punti  diversi  della  filiera  idrica:  la  centrale  di
Saviabona (VI),  il  Centro Idrico Brentelle (PD),  la  Centrale  di Montà (PD) ed il  Centro
Idrico Stanga (PD).
La  Centrale  di  Saviabona è  un moderno impianto di  trattamento con tecnologia a
carboni  attivi  GAC  1240  che  processa  l'acqua  proveniente  da  pozzi  dell'Alto  Vicentino
particolarmente  esposti  al  rischio  di  contaminazione  da  parte  di  solventi  clorurati.  Nel
complesso essa tratta di circa un terzo dell'acqua totale prelevata dalla falda. Saviabona opera
anche la pre-clorazione dell'acqua con ipoclorito di sodio, come trattamento preventivo di
disinfezione. Presso la centrale di Saviabona ha poi origine la condotta di adduzione da 1 300
mm.Il Centro Idrico Brentelle (CIB), costruito nel 1971, costituisce il punto di arrivo in città
della  vecchia  Canaletta  a  pelo  libero  ed  è  un  impianto  polifunzionale  che  provvede  alla
disinfezione dell'acqua da immettere in rete, al sollevamento in rete della stessa ed infine
all'accumulo dell'acqua non assorbita dalla rete stessa. Per la post-clorazione finale dell'acqua
in  arrivo  da  Villaverla,  subito  prima  dell'immissione  nella  rete  cittadina,  viene  impiegato
nuovamente l'ipoclorito. L'accumulo avviene in tre serbatoi cilindrici della capacità di 25 000
m3 e dell'altezza di 18 m. Un torrino centrale, con funzioni fondamentali di assorbimento delle
oscillazioni idriche e di sconnettitore idraulico tra rete e serbatoio, serve da appoggio alla
copertura.  Il  funzionamento  dei  gruppi  di  pompaggio  è  comandato  a  distanza  dalla  sala
controllo,  a  seconda  delle  esigenze  di  esercizio  legate  all'avvicendamento  stagionale.  A
seconda delle necessità, è consentito dunque sia l'invaso dei serbatoi di accumulo del Centro,
utilizzando  parte  della  quantità  d'acqua  trasportata  dalla  Canaletta  a  pelo  libero,  sia  il
pompaggio  diretto  della  stessa in  rete  di  distribuzione.  Com'è  facile  intuire,  i  serbatoi  di
accumulo,  costruiti  in  questo  e  negli  altri  Centri,  servono  da  indispensabile  riserva  per
sopperire  alle  punte  di  richiesta,  che  nei  periodi  di  massimo  consumo  superano
abbondantemente la quantità complessivamente prodotta. Nell'area del CIB si trova anche un
impianto accessorio di attingimento di acqua dalle falde golenali del Canale Brentella, che
però provvede alla captazione soltanto in caso di effettiva necessità. L'impianto di captazione
in  frangia  al  canale  Brentella  è  essenzialmente  costituito  da  una  cortina  di  micropozzi
golenali,  collegati  con  un  sistema di  estrazione,  i  quali  a  loro  volta  sono  raccordati  con
l'impianto di trattamento di Brentelle sud. Vista la minor qualità delle acque captate dai pozzi
golenali rispetto alle acque di risorgiva, su queste acque oltre alla clorazione vengono operati
anche  i  trattamenti  di  filtrazione  rapida  a  sabbia,  carboni  attivi,  deferrizzazione  e
demanganizzazione.
La  Centrale  di  Montà costituisce  un  altro  importante  anello  della  filiera  di
distribuzione idrica padovana, presso il quale convergono la condotta da 900 mm e parte dei
flussi addotti da quella da 1 300 mm e dalla Canaletta pelo libero. La potenzialità massima di
pompaggio  della  centrale  raggiunge  i  1  200  L/s.  Nella  centrale  di  Montà  è  presente  un
impianto  dosatore  di  ipoclorito,  a  funzionamento  completamente  automatico,  per  la
disinfezione dell'acqua. 
Il  Centro Idrico della Stanga è stato progettato con caratteristiche costruttive molto
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simili  a  quello  delle  Brentelle:  è  pure  esso  costituito  da  una  centrale  automatica  di
sollevamento e da un serbatoio di accumulo. La sua funzione è solo quella di regolazione e di
compensazione: infatti il volume d'acqua immagazzinato nei periodi di minor consumo viene
poi restituito nei momenti di maggiore richiesta. La sua importanza nella gestione del settore
Est della città, nel quale è inserita anche la Zona Industriale, si è rilevata fondamentale. Nel
suo grande serbatoio (30 000 m3 di volume per 25 m di altezza) nel periodo notturno viene
immagazzinata l'acqua non assorbita dalla rete di distribuzione. Un impianto di sollevamento,
con pompe a giri fissi e variabili, provvede poi a reimmettere in rete l'acqua necessaria nei
periodi di massimo consumo.
 3.6 Il sistema fognario e la depurazione
Un sistema fognario moderno comprende la raccolta, l’allontanamento e la depurazione delle
acque  reflue  e  va  ad  inserirsi  come  parte  irrinunciabile  del  servizio  idrico  integrato,  in
un'ottica di gestione olistica di utilizzo e recupero delle risorse idriche.
Per quanto riguarda il passato, si presume che la Padova medievale fosse dotata in
alcuni  quartieri  di  una  rete  fognaria  rudimentale,  la  quale  molto  probabilmente  ricalcava
quella precedentemente edificata dagli ingegneri di epoca romana. Tuttavia nulla si sa per
certo  di  fognature  sotterranee  fino  al  XVII-XVIII  secolo,  quando  compaiono  i  primi
documenti  che  citano  esplicitamente  degli  acquedotti  sotterranei. La  situazione  rimase
pressoché  immutata  fino  alla  fine  del  XIX  secolo,  quando  si  giunse  ad  una  situazione
igienico-sanitaria critica. Il problema principale era rappresentato dal fatto che i tratti esistenti
di fognatura convogliavano i liquami urbani nei canali che attraversavano e circondavano la
città. Tali canali erano dotati sì di una notevole capacità autodepurativa, ma erano vincolati
nell'efficienza  ad  una  bassa  numerosità  di  popolazione,  fattore  che  venne a  mancare  con
l'avvento dell'urbanesimo (Caravello, 1997).
La questione fognaria di Padova cominciò dunque ad essere indagata e risolta in modo
scientifico  e  razionale  soltanto  in  tempi  recenti.  La  commissione  eletta  nel  1875  risultò
incapace di fornire un piano risolutivo e si dovette attendere il 1895 per il primo progetto
concreto. Esso prevedeva l'eliminazione dei pozzi a perdere a favore dell'installazione di fosse
biologiche e  la separazione delle  acque meteoriche.  Pur mantenendo lo scarico nei canali
cittadini. Il progetto si rivelò ben presto inefficace perchè, in seguito al concomitante arrivo
dell'acqua potabile nelle case e l'adozione dei gabinetti a cacciata d'acqua, i volumi dei reflui
domestici aumentarono spropositatamente tanto che gli sfioratori delle fogne a livello della
tombinatura stradale tracimavano (Caravello, 1997).
La realizzazione e la gestione di un adeguato sistema di raccolta e trattamento delle
acque reflue in un territorio densamente popolato come quello di Padova rappresentarono un
problema sicuramente complesso, che implicò lo studio di soluzioni da sviluppare in risposta
ad un intenso quanto confuso sviluppo urbanistico. Tra il 1902 ed il 1910 vennero presentati
alcuni progetti per fognature a canalizzazione unitaria e/o separata, che però vennero bocciati
in  quanto  prevedevano tutti  il  prosciugamento  dei  canali  interni.  Nel  1920,  1936 e 1938
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vennero presentati altri progetti che tenevano in considerazione la futura espansione dell'area
urbana.  Il  progetto  del  1938,  in  particolare,  portava  la  firma dell'Ing.  Francesco Marzolo
(Padova,  2  febbraio  1892  -  2  settembre  1982) e,  anche  se  finalmente  approvato,  venne
interrotto sul nascere dalle vicende belliche. Nel secondo dopoguerra si ripresero i lavori ma
ci rese ben presto conto che il progetto era ormai datato e inadeguato: esso non riusciva a far
fronte alla nuova espansione urbana ed industriale dell'area patavina. Il progetto, se realizzato
senza  apportarvi  alcuna  modifica,  avrebbe  addotto delle  pesanti  modifiche  a  carico  del
drenaggio  urbano  e,  più  in  generale,  dell'assetto  idraulico  del  territorio.  La  drastica
diminuzione degli invasi disponibili per eliminare gli eventi di piena, congiuntamente alla
progressiva  pavimentazione  del  suolo  cittadino,  il  quale  diventava  così  sempre  più
impermeabile,  andò  a  modificare  i  tempi  di  deflusso  delle  acque  verso  le  inadeguate
canalizzazioni esistenti. La rete fognaria fu dunque costruita soltanto nelle zone principali del
centro  storico,  mentre  nelle  periferie  si  continuò  ad  utilizzare  fossi  e  canali  consortili,
originando estesi bacini di acque cosiddette miste. Gli aspetti negativi quindi si intrecciarono,
aumentando la già precaria situazione: peggiorò il deflusso degli eventi di piena, con frequenti
allagamenti,  e  aumentarono  i  problemi  igienici  causati  dal  diffuso  inquinamento  derivato
dagli scarichi fognari a cielo aperto (Gerometta and Crestani, 2012b).
Fu solamente nel 1976 che venne redatto ed approvato il piano Mascellani-Pretner, il
quale costituisce la base dell'attuale assetto infrastrutturale della parte Centro-Nord della città.
Per quanto riguarda la parte Sud di Padova, il piano di assetto fognario è invece ancora più
recente e risale al 1985 (Caravello, 1997).
Ad oggi la rete fognaria di Padova si compone dunque di più progettazioni sviluppate
indipendentemente nel corso del ‘900 (Fig. 15). Come discusso, la zona del Centro storico fu
la  prima ad essere servita  da un sistema di  fognatura pubblica,  sul  progetto generale  del
Marzolo  del  1938.  Tale  progetto  ha visto la  realizzazione  di  una  rete  con  canalizzazione
separata all’interno delle mura cinquecentesche e nell’area compresa tra via Crescini e via
Canestrini  che  ha  come  asse  longitudinale  via  Facciolati.  L’allontanamento  del  refluo
prevedeva il  recapito gravimetrico presso il  sito dell’odierno depuratore di Ca’ Nordio. Si
vedrà come in base al suo funzionamento attuale sia più opportuno definire la rete fognaria di
tipologia mista, piuttosto che separata.
Nel 1996 è stata collegata alla rete del centro storico  anche la zona Quattro Martiri,
esclusa dalla progettazione originale degli anni ’70. I quartieri che ad oggi sono allacciati alla
rete  del  centro  storico  sono:  Centro  Storico  propriamente  detto,  Crescini  (S.  Osvaldo),
Forcellini e Terranegra  (Bonollo Srl, 2006).
Il progetto per la rete fognaria della Zona Industriale (ZIP) di Padova risale invece al
1975, ad opera degli Ingg. Luciano Mascellani e Mario Iannelli e ha visto la progettazione di
una  rete separata,  comprensiva  anche  dei  nuclei  abitati  di  Noventa  Padovana,  Camin  e
Saonara. Ad oggi la rete della ZIP, grazie all’impianto di sollevamento di Corso Stati Uniti,
conferisce il refluo direttamente a Ca’ Nordio, ma vedremo come, anche in questo caso, non
vi sia di fatto in uso una canalizzazione realmente dedicata alle acque nere, quanto piuttosto di
tipo misto.
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La zona a nord del Canale Scaricatore, che comprende tutto il territorio urbano ad esclusione
della Zona Centro Storico, venne annessa al sistema fognario verso la fine degli anni ’70. Il
progetto  originale  venne  presentato  nel  1976  dai  già  citati  Ingg.  Mascellani  e  Pretner  e
prevedeva  la  costruzione  di  una  rete  mista,  con  significativo  utilizzo  di  parte  dei  canali
consortili,  per i  quartieri  Forcellini,  Terranegra,  Arcella  e San Carlo.  Il  recapito,  anche in
questo caso, è al depuratore di Ca’ Nordio. Nel 2004 sono state definitivamente integrate alla
rete anche le zone di Montà, Brusegana e Sacra Famiglia. 
Fig.  15:  La  figura illustra  schematicamente la  suddivisione del  territorio urbano di  Padova secondo quanto
esposto nei precedenti paragrafi. L’area evidenziata in azzurro corrisponde al Centro Storico ed è la prima ad
essere stata dotata di una rete fognaria vera e propria. Il collettore principale di tale area, segnato con una linea
verde, conferisce il refluo presso Ca’ Nordio mediante un ingresso dedicato.  L’area rossa è quella della zona
denominata a nord del canale scaricatore, che di fatto serve anche tutti i quartieri della zona ovest. Il collettore
unico  di  quest’area,  segnato  in  giallo,  è  il  Fossetta,  che  in  origine  altro  non era  che  uno scolo  consortile
parzialmente tombinato. Anch’esso convoglia le proprie acque miste a Ca’ Nordio, congiungendosi però, poco
più a monte del  depuratore,  con la rete proveniente dalla ZIP. La zona della ZIP in figura è evidenziata in
arancio. Si noti come nella sua rete fognaria vengano addotti anche i reflui di alcuni comuni limitrofi (Saonara,
Noventa Padovana, Camin). La ZIP si riunisce con il Fossetta all’altezza di C.so Stati Uniti, presso un impianto
di sollevamento che inoltra poi il  refluo a Ca’ Nordio, sito poco più a sud.  La zona a sud dello Scaricatore
(Mandria, Guizza e Voltabarozzo), non conferisce il refluo presso Ca’ Nordio, ma si avvale dei depuratori minori
di Albignasego, Guizza e Ponte San Nicolo’.
Come già accennato, la zona a sud del Canale Scaricatore (Voltabrusegana, Mandria, Guizza)
è  rimasta  sprovvista  di  un  sistema  fognario  fino  al  1985.  La  situazione  attuale  vede  la
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presenza  di  una rete  separata,  con  l’utilizzo  non di  Ca’  Nordio  come  impianto  di
conferimento, ma del depuratore comunale Guizza, che viene eventualmente coadiuvato dai
depuratori  dei  due  Comuni  contermini  di  Albignasego  e  Ponte  San  Nicolò  (Bonollo  Srl,
2006).  A questo punto si rende opportuno esplicitare una considerazione circa il livello di
efficienza strutturale della rete fognaria esistente. Essa, costruita in buona parte negli anni ’50
e ’60 con il largo impiego di materiali scadenti e un dimensionamento delle canalizzazioni
oggi non più rispondente ai mutati consumi idrici, accusa un grave problema funzionale.
L’elemento critico riguarda principalmente la commistione, a volte obbligata, tra le
acque nere, quelle meteoriche e quelle irrigue, queste ultime provenienti dalle immissioni dei
canali consortili. Si sono rilevate infatti alcune derivazioni attive del Canale Brentella e del
Bacchiglione  che  vengono  immesse  negli  scoli  consortili  di  deflusso/irrigazione.  Questi
ultimi, una volta entrati nel tessuto urbano, confluiscono o vengono utilizzati come collettori
fognari. Tali collettori sono generalmente dotati nella loro sezione terminale di un impianto di
modulazione per l’invio al depuratore delle sole acque nere in tempo asciutto, e per l’invio
delle acque miste sino ad un prefissato grado di diluizione in caso di pioggia.
Corso d'acqua
portat
a (l/s)
Rogge o scoli Rete fognaria
Depuratore
accettore
Canale Brentella (Ponterotto) 600
Governo, Montà, Due 
Palazzi, Basse, 
Limenella, Fossetta
Montà, Due 
Palazzi, Porta 
Trento, Arcella
Ca' Nordio
Canale Brentella (Sette 
Martiri)
300
Pelosa, San Benedetto, 
Manicomio, Cimitero 
Maggiore
Brusegana, 
Chiesanuova
Ca' Nordio
Fiume Bacchiglione 
(Brusegana)
300
Brusegana, Fossa 
Bastioni
Brusegana, 
Chiesanuova, 
Sacra Famiglia
Ca' Nordio
Fiume Bacchiglione (Basso 
Isonzo)
250
Boschette, Fossa 
Bastioni
Sacra Famiglia Ca' Nordio
Canale Scaricatore (Guasti) 300 Guasti, Bembo, Amolari Guizza, Salboro Guizza
Tab. 3: Portate irrigue derivanti dai corsi d’acqua della rete idrografica di Padova che interessano la rete fognaria
(adattata da: Bonollo et al., 2006).
A causa delle suddette immissioni irrigue, però, risulta che, anche in condizione di tempo
asciutto, non è possibile selezionare le sole acque nere: le acque dei collettori risultano sempre
diluite in una certa misura dalle acque dei canali consortili, con risvolti che fanno ad inficiare
parzialmente gli stessi processi di depurazione. La tabella inserita poco oltre riporta le portate
relative all’immissione di acque irrigue nel sistema fognario di Padova ed è rappresentativa
del quadro generale di tale situazione (Tab. 3). In realtà anche le zone inizialmente destinate
alla  canalizzazione  separata  di  acque nere  ed acque bianche soffrono di  una  significativa
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condizione di promiscuità,  come conseguenza di un incompleto livello di attuazione delle
infrastrutture, che ha indotto a utilizzare provvisoriamente le vecchie condotte di rete bianca
come collettori di rete mista.  Ciò si verifica ad esempio nel Centro Storico e nella ZIP, che
teoricamente dovrebbero essere zone dotate di un’apposita rete per il condottamento delle
acque nere, ma che a conti fatti si trova a raccogliere anche quelle provenienti dai cosiddetti
manufatti deviatori degli scoli. Ne consegue che, anche in caso di precipitazioni meteoriche
non eccezionali, si riscontra un notevole afflusso di acque bianche nelle condotte di rete nera,
molte delle quali non erano state progettate per questo fine e quindi sono sovente soggette a
sovrapressioni e malfunzionamenti simili a quelli delle reti miste.
 3.6.1 Il depuratore di Ca' Nordio
L’impianto di  depurazione di  Ca'  Nordio,  ovvero il  depuratore principale  che serve l'area
urbana di Padova, si compone di tre linee per la depurazione dei reflui ed ha una potenzialità
147 000 abitanti equivalenti (AE). L'AE è l'unità di misura usata per esprimere la potenzialità
di trattamento degli impianti di depurazione ed è espressa come il carico totale delle sostanze
organiche biodegradabili prodotte in 24h da un certo numero di persone, ma anche da attività
industriali, in rapporto al carico totale prodotto da una sola persona nello stesso arco di tempo.
Per praticità, il D. Lgs. 152/2006, art. 74 – comma 1, pone una singola unità pari a 60 g al
giorno, per la richiesta biochimica di ossigeno a 5 giorni (BOD5).
Ca' Nordio è un impianto basato su un sistema di ossidazione biologica a fanghi attivi
dei liquami, con trattamento terziario denitrificante e attinizzazione (irraggiamento con raggi
UV-C) finale del refluo. Nel trattamento biologico a fanghi attivi si realizza nelle vasche un
sistema aerobico controllato  mediante  l'aerazione  dei  liquami.  Per  fanghi  attivi si  intende
nello specifico una sospensione in acqua  di biomassa attiva composta da batteri  saprofiti,
alghe, protozoi, amebe, rotiferi ed altri microrganismi. Il sistema riproduce artificialmente gli
stessi meccanismi biologici che avvengono in natura e che vanno ad abbattere gli inquinanti e
le sostanze organiche biodegradabili presenti nelle acque di scarico. In altre parole, si ricrea lo
stesso  processo  di  autodepurazione  che  avviene  in  natura,  ma con velocità  delle  reazioni
accelerata e in uno spazio minore.  Il vantaggio del trattamento a fanghi attivi rispetto alla
depurazione  naturale  è  che  la  flora  microbica  utilizzata  per  trattare  i  reflui,  non  rimane
dispersa nell’effluente trattato, ma tende ad agglomerarsi formando dei fiocchi che tendono a
sedimentare e possono quindi essere separati con facilità dai liquami chiarificati.
Ca' Nordio è inoltre dotato di una linea per il trattamento dei fanghi derivanti dai reflui
civili,  che consente la stabilizzazione degli  stessi tramite digestione anaerobica mesofila e
successiva disidratazione mediante centrifugazione con decanter. Tale trattamento permette il
riutilizzo dei fanghi come ammendanti per lo spandimento agricolo. Lo scarico dell’impianto
recapita  nel  Canale  Roncajette  il  refluo  depurato.  Nel  depuratore  di  Ca'  Nordio  vengono
trattati anche i bottini raccolti dalle fosse settiche installate nelle nuove lottizzazioni, in attesa
di una futura estensione della rete. La zona a Sud dello Scaricatore è invece servita da un
depuratore locale, il depuratore Guizza, della capacità di 13 000 AE di tipo biologico a fanghi
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attivi,  con recapito finale  nello  Scolo Amolari.  Sono previsti  per  il  prossimo futuro degli
interventi  sia  di  bonifica  che  di  miglioramento  e  potenziamento  delle  reti.  Di  particolare
rilievo il progetto per la realizzazione di una nuova linea di trattamento, oltre alle tre già
esistenti, per il depuratore di Ca' Nordio, che ne porterà la potenzialità complessiva a 200 000
AE (Gerometta and Crestani, 2012b).
 3.7 Il corpo idrico recettore: il fiume Bacchiglione
Il Bacchiglione rappresenta uno dei sistemi idrografici di maggiore rilevanza per le province
di Vicenza e Padova (Fig. 16). Con i suoi 119 km di lunghezza, esso si colloca al 29 posto
nella  classifica  dei  maggiori  corsi  d’acqua  italiani.  Il  bacino  di  raccolta  del  fiume
Bacchiglione si estende per circa 1400 km2 sul territorio montuoso compreso tra il Brenta ed
il sistema Agno-Guà-Frassine (Mazzetti and Suman, 1994). Nello specifico, il Bacchiglione si
origina grazie al contributo congiunto di due sistemi idrografici distinti e di diversa natura. Il
primo  è  costituito  dal  sistema  delle  risorgive  di  Dueville  (VI),  le  quali,  zampillando  e
confluendo  in  numerosi  rivi  e  rogge,  danno  origine  al  corso  d’acqua  Bacchiglioncello.
Quest’ultimo,  nei  pressi  di  Vivaro  (VI),  riceve  poi  le  acque dei  torrenti  prealpini  Igna  e
Leogra-Timonchio  che  ne  vanno  ad  aumentare  in  modo  cospicuo  la  portata  e  cambia
definitivamente il proprio nome in Bacchiglione. L’incontro dei due diversi sistemi idrografici
comporta un regime idrologico misto per il Bacchiglione, caratterizzato da rapide transizioni
di portata. I periodi di massima portata del fiume sono quelli primaverili ed autunnali, mentre
i valori minimi si registrano nei mesi di Dicembre e Agosto (Grandis, 1983).
Il corso del Baccchiglione si indirizza verso Vicenza, snodando il proprio alveo, qui
ancora basso e con fondo ghiaioso, tra i paesi di Caldogno, Cresole e Polegge. Il fiume entra
nella città di Vicenza presso Porta S.ta Croce; all’altezza di Ponte Pusterla e Borgo Berga
riceve poi rispettivamente l’Astichello ed il Retrone. Uscito da Vicenza, il Bacchiglione si
dirige verso Padova seguendo una traiettoria sud-est. La confluenza con il Tesina presso la
località Longare va ad aumentare nuovamente la portata del fiume, mentre la diramazione del
canale Bisatto presso Col de Ruga ne sottrae una parte minore, convogliandola verso Este e
Monselice.   Da qui  in  poi  il  Bacchiglione  segue un  andamento  meandriforme  tra  campi
intensamente coltivati. In questa zona, gli argini erbosi corrono ad una distanza di circa 200 m
dall’alveo di magra e la golena viene coltivata a cereali, prato o a pioppeto (Mazzetti and
Suman, 1994; Provincia di Padova, 2006).
Il Bacchiglione entra nella provincia di Padova nel Comune di Cervarese Santa Croce.
All’altezza di Trambacche esso riceve le acque del Ceresone (o Tesina Padovano), per poi
bagnare Saccolongo e Selvazzano Dentro. Il fiume raggiunge in seguito Padova: la città è
caratterizzata da un’intricata rete di canali artificiali che rappresenta uno dei più complessi
sistemi  idrografici  urbani  di  tutta  Italia  (Fig.  17).  In  primo  luogo,  un  articolato  snodo
regolativo  consente  la  comunicazione  tra  le  acque  del  Bacchiglione  e  quelle  del  Brenta.
Presso Brusegana il Bacchiglione vede confluire il canale artificiale Brentella, foriero delle
acque del Brenta.
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Fig.  16: Schema semplificato del corso fluviale del fiume Bacchiglione (azzurro) e dell'estesa rete di canali e
deviazioni artificiali che caratterizza l'area del bacino scolante in laguna.
Fig. 17: La complessa rete idrografica di Padova si compone di un intricato sistema di navigli e canali interni.
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Il  Brentella  si  diparte  dai  Colmmelloni  di  Limena,  manufatto  idraulico  del  XIV  secolo
costruito per fronteggiare le carenze idriche della città patavina, e si snoda per circa 11 km in
direzione sud. Giunto alla zona del Bassanello, il Bacchiglione si divide poi in tre rami: il
canale Battaglia che si dirige immediatamente verso sud, il Tronco Maestro che entra in città,
e il canale Scaricatore, che convoglia la maggior portata nel Roncajette. Il canale Battaglia,
scavato tra il 1189 ed il 1201, ha il suo incile presso Ponte Isonzo e connette Padova con
Monselice (Mazzetti and Suman, 1994; Provincia di Padova, 2006).
Il Tronco Maestro originariamente alimentava un pittoresco reticolo di canali e navigli
che si andava a snodare nel centro storico patavino. Tali canali vennero in parte interrati nel
‘900, sia per questioni igieniche che di adeguamento della viabilità stradale. Rimane ancora
visibile il tratto principale del Tronco Maestro, che dal Bassanello si dirige verso nord, nella
Fossa  Bastioni,  lungo  il  perimetro  occidentale  della  cinta  muraria  rinascimentale.  Esso
raggiunge in seguito la Specola e ivi gira per Riviera Paleocapa, fino a raggiungere Ponte
Molino. Presso le Porte Contarine inizia poi il Piovego, scavato nel 1209 come idrovia per la
laguna veneta, e un tempo connesso al Naviglio Interno grazie alle paratie delle stesse Porte.
Il circuito idrografico principale si chiude con il Canale San Gregorio, scavato sul lato est di
Padova verso la fine degli  anni ’30,  che connette nuovamente il  Piovego allo Scaricatore
(Fig.2).
Il  canale  Scaricatore,  terminato  nel  1836,  scorre  dal  Ponte  dei  Cavai  fino  allo
sbarramento del Ponte dei Sabbionari. Presso tale Ponte, esso si allarga in un bacino chiuso, o
Conca,  nel  quale  confluisce anche il  Canale San Gregorio,  che chiude il  circuito  Brenta-
Bacchiglione iniziato col Brentella. L’acqua dello Scaricatore oltrepassa le paratoie del Ponte
dei Sabbionari con un salto di 5 m e, prendendo il nome di Roncajette, incontra lo scarico del
depuratore di Ca’ Nordio nonché, poco dopo, l’arrivo dello scolo Fossetta (cfr. 2.1.2). Il tratto
del fiume a sud di Padova è stato teatro di numerose rettificazioni ottocentesche che ne hanno
modificato il tracciato naturale.
Dopo  Ponte  San  Nicolò  il  Bacchiglione-Roncajette  devia  verso  mezzogiorno  e
prosegue il suo cammino per 15 km, in linea pressoché retta, fino al paese di Bovolenta. Nei
pressi di Ponte San Nicolò il corso d’acqua è largo circa 30 metri: entrambi gli argini sono
percorsi da strette vie carrozzabili e sono orlati da un folto bosco ripario che si compone di
salice bianco, salice da ceste, pioppo nero, robinia, ontano, acero americano, platano ibrido ed
altre specie arbustive, sia autoctone che alloctone (Provincia di Padova, 2006). La sommità
degli  argini offre un’ottima visuale sul panorama agricolo circostante,  che si  presenta nel
complesso  alquanto  monotono  e  poco  abitato,  con  caratteri  derivanti  dalle  sistemazioni
agrarie del passato.
A Bovolenta, presso la cosiddetta Pontara, si incontra la confluenza nel Bacchiglione-
Roncajette del Canale Cagnola, che ha origine a Battaglia Terme. In questo punto il corso del
Bacchiglione,  qui  anche  chiamato  Canale  Pontelongo  o  Bacchiglione  Vecchio,  devia
nettamente e si dirige verso est sud-est. Da Bovolenta a valle il corso fluviale si presenta
rettilineo e attraversa il paesaggio agricolo della bassa padovana, caratterizzato da poche siepi
alberate e numerosi campi coltivati a orzo, barbabietola, mais, grano e sporadici vigneti. Il
56
Bacchiglione  bagna  Pontelongo,  Ca’ Bianca  e  prosegue  parallelo  al  taglio  artificiale  del
Brenta, che fluisce qualche centinaio di metri più a nord. Giunto all’altezza di Ca’ Pasqua, il
Bacchiglione riversa le proprie acque nel Brenta, in un paesaggio palustre tipico dell’ambiente
salmastro. Verso Brondolo si incontra la confluenza con il Canale Gorzone ed il Canale di
Valle, che mette in comunicazione l’Adige con la laguna. L’ultimo tratto, segnato da folti
canneti e alberate di salici e pioppi, raggiunge il litorale a sud di Sottomarina, dove le acque
del Brenta-Bacchiglione sfociano congiunte nell’Adriatico.
57
4. Il monitoraggio della filiera idrica integrata: i siti di campionamento
Per valutare la  presenza e  le  interconnesse dinamiche di  contaminazione  e  persistenza di
Giardia  spp.  e  Cryptosporidium  spp.  lungo  la  filiera  idrica  integrata  di  Padova,  si  sono
selezionati  dei  siti  di  campionamento  strategici  che  ne  consentono  il  monitoraggio,
successivamente  ald  un'accurata  analisi  delle  infrastrutture  e  dei  flussi  idrici.  Nel  suo
complesso la  rete  di  monitoraggio si  compone di  28 siti:  10 siti  sono costituiti  da pozzi
artesiani  di  attingimento dislocati  nel  territorio comunale di  Dueville;  5 sono relativi  alla
sotto-filiera di approvvigionamento dell'acqua potabile; 6 appartengono al sistema fognario; 5
vanno ad estendere l'indagine a livello del corpo idrico accettore, il fiume Bacchiglione, ed
infine  2  siti  sono  stati  posti  presso  l'area  marino-costiera  a  ridosso  della  foce  fluviale,
dichiarata balneabile. Il monitoraggio di tali siti è stato possibile grazie ad una collaborazione
con il Comune di Dueville e la società AcegasAps, che hanno autorizzato l'accesso periodico
alle proprie strutture ed impianti per i fini della presente ricerca. L'attività di monitoraggio è
stata condotta tra il mese di Luglio 2011 ed il mese di Agosto 2013: i campionamenti presso i
siti  selezionati  sono  stati  effettuati  con  cadenza  pressoché  mensile,  vincolatamente  alla
disponibilità del personale responsabile.
Si fornisce in seguito la descrizione di ciascun sito campionato, approfondendone le
caratteristiche  infrastrutturali  ed  il  significato  strategico  quale  componente  della  rete  di
monitoraggio della filiera idrica integrata. 
 4.1 Acquifero dell'Alto Vicentino
Partendo a monte della filiera idrica, si è effettuata un'indagine preliminare per valutare la
qualità microbiologica della falda dell'Alto Vicentino, a cui attinge l'acquedotto di Padova. A
tale scopo si sono selezionati alcuni pozzi nel territorio comunale di Dueville (VI), adiacente
alle risorgive dell'Oasi di Villaverla  (cfr.  3.1 ). Nei mesi di Maggio, Giugno e Luglio 2011 si
sono eseguiti 3 cicli di campionamento su un totale di 10 pozzi che prelevano a tre distinte
fasce di profondità: superficiale <20 m; intermedia 20<60 m e profonda >60 m (Tab. 4;  Fig.
18).  Tali  pozzi,  pur  non  essendo  gli  stessi  che  garantiscono  l'approvvigionamento
dell'acquedotto  padovano,  attingono  però  dallo  stesso  acquifero  sotterraneo  e  sono
significativi  sia  per  la  determinazione del  profilo  qualitativo  medio delle  acque telluriche
captate  nella  zona  delle  risorgive,  che  per  evidenziare  le  eventuali  dinamiche  di
contaminazione delle acque di falda.
Diversi  articoli  riportano  infatti  casi  di  giardiasi  o  criptosporidiosi  contratte  per
assunzione di acqua di pozzo contaminata (Bridgman et al., 1995; Dworkin et al., 1996; Solo-
Gabriele and Neumeister, 1996; Furtado et al., 1998; Barwick et al., 2000; Lee et al., 2002;
Liang et al., 2006; Yoder et al., 2008; Persson et al., 2007; Craun, 2006; Craun et al., 2010),
anche se in tali  lavori non viene specificata la natura del pozzo, ovvero se esso è di tipo
freatico, artesiano, golenale o quant'altro.
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ID Tipologia edificioservito Ubicazione
Profondità
pozzo (m)
Fascia di
attingimento
1 Scuola elementare 1 Via del Bersagliere 32 I
2 Area verde Via I Maggio 50 I
3 Villino Via Roma 13 S
4 Scuola media Via Rossi 40 I
5 Scuola elementare 2 Via Adige 50 I
6 Impianti sportivi 1 Viale dello Sport 90 P
7 Impianti sportivi 2 Via Malaparte 100 P
8 Villino Via Molinetto 15 S
9 Scuola materna Via Redentore 70 P
10 Impianti sportivi 3 Via S.Pio X 37 I
Tab. 4: In tabella si riportano i dati che descrivono i 10 pozzi campionati nel territorio comunale di Dueville. Per
ciascuno si indica la tipologia di edificio servito, la posizione toponomastica, la profondità e la relativa fascia
batimetrica di appartenenza (S = superficiale; I = intermedia; P = profonda). 
Fig. 18: Mappa dei 10 pozzi di attingimento campionati nel territorio comunale di Dueville (VI). In rosso l'area
che corrisponde all'Oasi  di Villaverla,  all'interno della quale si trovano i pozzi  di  captazione dell'acquedotto
padovano.
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Per quanto riguarda la  vulnerabilità  microbiologica degli  acquiferi  profondi,  essa è infatti
maggiore  negli  strati  superficiali  di  terreno,  vale  a  dire  durante  l'ultimo  tratto  di  risalita
dell'acqua,  in  quanto  aumenta  la  probabilità  che  si  verifichino episodi  di  contaminazione
legati al percolamento nel terreno di eventuali microrganismi contaminanti. Se, come verrà
esposto, i  pozzi di  captazione dell'acquedotto di Villaverla si trovano in un'area protetta e
zampillano all'interno di un'apposita  galleria di  presa,  i  pozzi  di  Dueville,  presi  in analisi
durante l'indagine preliminare del 2011, si trovano per contro in un contesto che vede un
utilizzo del suolo misto, dal residenziale al verde urbano, talvolta privo di particolari strutture
protettive. Il Comune di Dueville non è per altro servito da alcun acquedotto pubblico, dal
momento che la peculiare ricchezza idrica del sottosuolo consente lo scavo di numerosi pozzi
di attingimento, sia pubblici che privati, che provvedono al fabbisogno idrico dell'area. Da qui
l'importanza di un'attenta valutazione della qualità dell'acqua attinta dai singoli pozzi.
 4.2 Filiera di approvvigionamento dell'acqua potabile
Per quanto riguarda il monitoraggio del sistema di approvvigionamento dell'acqua potabile,
che ha il suo sito di captazione presso l'Oasi di Villaverla e adduce l'acqua all'area urbana di
Padova mediante tre condotte sotterranee, sono stati selezionati 5 siti ( Tab. 5; Fig. 19).
Nell'insieme essi consentono di monitorare la qualità dell'acqua all'origine, ovvero a
livello del sito di captazione, lungo la chilometrica linea di adduzione sotterranea ed infine
presso  l'impianto  cittadino  di  distribuzione,  il  Centro  Idrico  Brentelle.  In  aggiunta  viene
monitorato anche lo stesso Canale Brentella, il quale, come verrà illustrato poco oltre, funge
da sito di captazione addizionale (acqua superficiale) nell'eventualità di un'emergenza idrica.
ID Sito Funzione Luogo
1 Sala Sorgenti punto di captazione dell'acquedotto Villaverla
2 Partitore accesso intermedio alla Canaletta Vicenza
3 Canaletta a pelo libero termine della condotta di adduzione CIB
4 Nodo pre-distribuzione acqua mista* di rete CIB
5 Canale Brentella punto di captazione accessorio CIB
Tab. 5: I siti che consentono il monitoraggio dell'approvvigionamento idrico di Padova.
*  Con  il  termine  mista si  intende  una  miscela  dell'acqua  addotta  dalle  tre  linee  che  compongono
l'acquedotto.
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Fig.  19: Schema di flusso dell'acquedotto di Padova. Il diagramma riporta l'intera struttura dell'acquedotto in
esame: in esso sono indicati i 5 siti selezionati per il monitoraggio (modificato da: disegno tecnico AcegasAps).
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Fig.  20: La Sala Sorgenti di Villaverla. Nelle due vasche laterali viene raccolta l'acqua che, zampillando dai
numerosi pozzi, riempiono la galleria di presa, visibile in secondo piano. A Villaverla 52 pozzi, i più antichi e
anche superficiali (profondità tra gli 8 ed i 25 m), zampillano spontaneamente nella galleria di presa, mentre altri
80, di scavo più recente e più profondi sono collocati nei terreni vicini. Anche i pozzi profondi vengono fatti
convogliare all'interno della galleria di presa, che conduce l'acqua in due vasche di raccolta dalle quali essa
passa, infine, alla canaletta adduttrice.
Fig. 21: Rappresentazione grafica della sezione della prima condotta adduttrice, costruita nel 1890, denominata
Canaletta a pelo libero.
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 4.2.1 Sala Sorgenti
La  Sala  Sorgenti (Fig.  20)  si  trova  all'interno del  perimetro  dell'Oasi  di  Villaverla  e  più
precisamente  in  un  edificio  in  muratura  che  ospita  la  galleria  di  presa  dei  pozzi  che
alimentano l'acquedotto padovano. Nella galleria di presa si raccolgono le acque del fontanile
che riunisce i pozzi di attingimento.Le acque si accumulano temporaneamente in due grandi
vasche, una che raccoglie le acque dei pozzi profondi e l'altra quelle dei pozzi più superficiali,
dalle quali si diparte poi la vecchia linea di adduzione ottocentesca, la Canaletta a pelo libero
(Fig. 21). Il campionamento viene eseguito a valle delle due vasche, in modo da disporre di
una miscela dell'acqua proveniente sia dai pozzi profondi che da quelli superficiali, e subito a
monte dell'inizio della  Canaletta.  Da questo punto di campionamento,  fino al  Partitore di
Vicenza, l'acqua scorre nella canaletta sotterranea senza soluzione di continuità.
 4.2.2 Partitore
Il Partitore (Fig. 22) è un piccolo edificio sito nella zona a SE di Vicenza, in prossimità della
ferrovia Vicenza-Schio. Esso costituisce l'unico punto di accesso intermedio tra Villaverla e
Padova alla Canaletta adduttrice.  Il  Partitore venne costruito  contestualmente alla  linea di
adduzione originale per ripartire la portata della Canaletta tra le città di Padova e Vicenza.
Come già esposto nel  capitolo precedente (cfr.   3.4  ), l'intento iniziale della Società Veneta,
costruttrice dell'acquedotto, era quello di vendere l'acqua delle risorgive sia alla città patavina
che a quella berica.  Ad oggi il Partitore serve in maniera esclusiva l'acquedotto di Padova e
costituisce un comodo punto di prelievo intermedio, lungo i 42 km di tragitto sotterraneo
compiuti dalla storica Canaletta. A differenza dell'acqua campionata presso il sito precedente,
la Sala Sorgenti,  quella del Partitore differisce in quanto ha subito un trattamento di pre-
clorazione presso la centrale di Saviabona, posta qualche chilometro più a nord del sito.
 4.2.3 Canaletta a pelo libero
Il  terzo  sito  monitorato  coincide  con il  punto  di  arrivo  della  Canaletta  a  pelo  libero   in
territorio padovano (Fig. 23). Il punto preciso si colloca presso il CIB. Si ricorda che l'acqua
scorre per gravimetria da Villaverla fino all'uscita della canaletta, ad una velocità di circa 1
m/s: il  tempo di percorrenza dell'intero tragitto è di circa 10 ore. Il campionamento viene
effettuato a monte della post-clorazione che viene operata presso il Centro Idrico Brentelle
prima dell'immissione in rete. Il monitoraggio presso questo sito consente di evidenziare i
potenziali eventi di contaminazione intercorsi nel tratto sotterraneo tra Vicenza e Padova. Tra
le tre linee sotterranee di adduzione, la Canaletta è la più esposta al rischio di contaminazione
in  quanto  è  l'unica  a  non  essere  in  pressione.  Eventuali  crepe  o  microfratture  strutturali
potrebbero pertanto essere causa di infiltrazioni esterne,  con conseguente alterazione della
qualità dell'acqua addotta.
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Fig. 22: L'interno del Partitore di Vicenza. La vasca che si intravede ripartisce l'acqua della Canaletta tra Padova
ed uno scarico laterale, che in origine avrebbe dovuto consentire anche l'approvvigionamento idrico della città
berica.
Fig. 23: La Canaletta a pelo libero, costruita nel 1890, è ancora oggi in funzione e adduce per gravimetria l'acqua
dai pozzi di Villaverla fino al Centro Idrico Brentelle, nella periferia ovest di Padova.
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Fig. 24: L'ultimo sito di campionamento accessibile prima dell'immissione dell'acqua nella rete di distribuzione
cittadina vera e propria. In figura è visibile il rubinetto da cui si effettua il prelievo: si tratta dello stesso snodo
utilizzato anche peri controlli sanitari.
Fig. 25: Il Canale Brentella. Nel perimetro del CIB si trova un impianto ausiliario per la captazione idrica 
dell'acqua superficiale del canale. Nella foto la piattaforma idrovora e la condotta dei pozzi golenali.
65
 4.2.4 Nodo pre-distribuzione
Sito  ubicato  sempre  all'interno  del  CIB (Fig.  24),  si  trova  a  valle  dell'impianto  di  post-
clorazione e del serbatoio di miscelazione dell'acqua della Canaletta a pelo libero con quella
che proviene dalle altre due linee adduttrici,  ovvero la condotta in cemento da 900 mm e
quella in acciaio da 1 300 mm. Come già esposto, l'attenzione si è focalizzata sul percorso
della Canaletta piuttosto che su quello delle altre due linee di adduzione in quanto essa è la
più esposta al rischio di contaminazione. Essa, infatti, oltre che ad essere molto più vecchia, a
differenza  delle  altre  due  trasporta  l'acqua  per  semplice  gravimetria  e  non  in  pressione:
eventuali crepe o microfratture presenti nella sua struttura possono quindi rappresentare dei
punti di ingresso per infiltrazioni e/o di contatto con il terreno. Ad ogni modo, l'inserimento
del presente punto di campionamento nella rete di monitoraggio consente di controllare anche
l'acqua addotta dalle altre linee, in quanto viene qui miscelata prima dell'immissione nella rete
cittadina di distribuzione.
Per  quanto  riguarda  il  trattamento  di  clorazione,  il  dosaggio  viene  regolato  sulla
massima concentrazione di cloro residuo in condotta ammissibile per legge, ovvero pari a 0.2
ppm o mg/l. Dati tecnici forniti da AcegasAPS indicano un set-point effettivo di 0.15 ppm.
 4.2.5 Canale Brentella
Il Brentella (Fig. 25) è un canale artificiale scavato nel XIV secolo che collega i fiumi Brenta
e  Bacchiglione.  Il  Brentella  venne  costruito  per  garantire  l'approvvigionamento  idrico  di
Padova dal momento che le frequenti dispute con la vicina città di Vicenza avevano indotto i
berici  a  deviare più di una volta  il  corso del  Bacchiglione,  all'epoca usato come fonte di
approvvigionamento idrico, per lasciare la città patavina senza acqua (Zanetti, 2002).
Il Brentella rappresenta l'unico punto di captazione idrico alternativo alle risorgive,
anche se vi si ricorre solamente in periodi di grave emergenza idrica. Presso il CIB si trova
una batteria di pozzi golenali caricati dalle acque del canale, capace di fornire fino a 200 l/s di
acqua. Va precisato che, da quando l'attività di monitoraggio ha avuto inizio, l'impianto di
captazione del Brentella non è mai entrato in funzione.
 4.3 Sistema fognario
Per  monitorare  la  rete  fognaria  si  è  scelto  un  approccio  che  semplifica  la  complessità
strutturale  che  caratterizza  la  fognatura  di  Padova.  Dal  momento  che  risulta  impossibile
campionare  singole  fosse  settiche  o  singoli  accessi  tombinati,  si  è  ritenuto  opportuno
concentrare  l'attenzione  sulle  infrastrutture  maggiori,  ovvero collettori  zonali  e  depuratore
principale. I collettori costituiscono le condotte fognarie con diametro maggiore e fungono da
recettori del refluo, allontanato in un primo momento da dotti minori. Il depuratore principale,
sito in località Ca' Nordio, tratta più dell'80% del refluo civile proveniente dall'area urbana di
Padova ed è stato dunque ritenuto significativo al punto di poter trascurare i depuratori minori
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di Cadoneghe, Guizza e Ponte San Nicolo'. Coerentemente a quanto esposto, si sono dunque
selezionati 6 siti per il monitoraggio della rete fognaria (Tab. 6;  Fig. 26).
Mentre  lo  scarico  del  refluo  depurato  si  avvale  di  un’uscita  comune,  le  linee  in
ingresso del depuratore di Ca’ Nordio sono separate.
ID Sito Funzione Luogo
1 Intervento 10 collettore fognario Lungargine Scaricatore
2 Forcellini collettore fognario Via Forcellini
3 ZIP collettore fognario C.so Stati Uniti
4 Fossetta collettore fognario / canale consortile C.so Stati Uniti
5 Ca' Nordio : ingresso ingresso del depuratore loc. Ca' Nordio
6 Ca' Nordio : effluente scarico del depuratore loc. Ca' Nordio
Tab. 6: I siti relativi al monitoraggio del sistema fognario di Padova.
Fig. 26: Dettaglio della zona sud-est di Padova, in cui sono riportati i 5 punti di campionamento rappresentativi
del sistema fognario: 1. Collettore Intervento 10; 2. Collettore Forcellini; 3. Collettore Zip; 4. Collettore Fossetta;
5. Ingresso Centro Storico del depuratore di Ca' Nordio; 6. Scarico del depuratore.
Una linea proviene dal Centro Storico, mentre l’altra si compone delle acque miste conferite
unitamente  dalla  rete  ZIP e  dal  collettore  Fossetta.  L’ingresso  costituito  dalla  linea  che
proviene dal Centro Storico è agevolmente accessibile presso l’impianto di Ca’ Nordio stesso,
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mentre per il campionamento dell’altra linea afferente è necessario recarsi presso l’impianto
di  sollevamento della  ZIP.  Presso tale  sito  è  altresì  possibile  effettuare  il  campionamento
separato  del  refluo  della  ZIP e  del  Fossetta.  Per  quanto  riguarda  l’ingresso  della  linea
proveniente dal  Centro Storico,  è  stato possibile  accedere ad altri  due siti,  posti  a  monte
dell’arrivo al depuratore, che convogliano i reflui fognari dei quartieri Crescini e Forcellini
nel tratto distale del collettore principale che arriva dal Centro Storico propriamente detto. E’
stato così  possibile  analizzare il  contributo dei  singoli  recapiti  fognari  ad una risoluzione
maggiore  rispetto  a  quella  che  il  monitoraggio  della  sola  uscita  comune  del  depuratore
avrebbe potuto offrire.
 4.3.1 Collettore Intervento 10
Per  Intervento 10 si intende il collettore che serve l'area compresa tra via Facciolati e via
Crescini, accessibile nei pressi del Ponte di Voltabarozzo (Fig. 27). Esso riceve anche il refluo
della zona Quattro Martiri, annessa nel 1996, per poi immettersi, all’altezza di via Canestrini,
nel collettore che proviene dal Centro Storico.
 4.3.2 Collettore Forcellini
Il collettore Forcellini si trova nella parte sud dell’omonima via, all’incrocio con via Gerardo
Pietro (Fig. 28). Esso fa confluire i reflui del quartiere, congiuntamente a quelli di S. Osvaldo
e Terranegra, nel collettore del Centro Storico. L’immissione avviene poco più a valle della
giunzione tra il collettore Intervento 10, della zona Crescini, ed il collettore Centro Storico,
che indicativamente avviene in prossimità di via Canestrini.
 4.3.3 Collettore ZIP
Una vasca scoperta consente di accedere al  collettore della  ZIP (Fig.  29),  permettendo di
campionare il refluo proveniente dalla vicina zona industriale e i centri abitati di Noventa
Padovana e Saonara. La potata media, in tempo asciutto, è di circa 100 l/s. Da segnalare che il
campionamento si è inaspettatamente rivelato alquanto problematico a causa di una spessa
crosta  di  materiale  oleoso,  di  rapida  formazione,  che  va  ad  occludere  l’intera  superficie
dell’area accessibile, rendendo poco agevole il prelievo del campione da filtrare.
 4.3.4 Collettore Fossetta
Dopo un lungo tragitto,  il  collettore  Fossetta,  che  in  alcuni  tratti  mantiene  la  sua  natura
originale di scolo tombinato, recapita presso l’impianto di sollevamento della zona industriale
le acque miste delle zone nord ed ovest di Padova (Sacra Famiglia, Brusegana, Chiesanuova,
Montà, Arcella, San Carlo, Torre, Mortise, Zona Industriale nord) (Fig. 30). Qui il Fossetta va
a riunirsi con il collettore ZIP, assieme al quale raggiunge infine il depuratore di Ca’ Nordio.
In realtà, nei pressi dell’incrocio tra il lungargine Rovetta e Corso Argentina, il Fossetta, dopo
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aver  superato  il  Piovego mediante  un sifone,  subisce  una  partizione  della  propria  portata
complessiva, che è di circa 900 l/s. Di essa, infatti, soltanto 200 l/s proseguono in direzione
del sollevamento ZIP e quindi verso Ca’ Nordio. Il resto del flusso si immette nel Piovego e
seguita alla volta del Brenta. Nel complesso, una volta che il collettore ZIP ed il Fossetta si
sono riuniti, conferiscono a Ca’ Nordio una portata media di 300 l/s.
Fig.  27:  L'accesso  tombinato  al  collettore  denominato  Intervento  10,  nei  pressi  del  Ponte  di  Voltabarozzo,
accessibile dal lungargine del Canale Scaricatore.
Fig.  28: L'area di accesso al collettore Forcellini. Si noti la vite di grigliatura in secondo piano, sulla sinistra
dell'immagine.
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Fig.  29: La vasca di accesso al collettore della Zona Industriale. Da notare la massa galleggiante, costituita di
componenti  grasso-oleose,  che  si  accumula  con  notevole  velocità  presso  questo  sito  di  campionamento.  Al
momento dello scatto gran parte del tappo lipidico era appena stato rimosso da un'autobotte aspirante.
Fig. 30: Una vasca verticale, analoga a quella del collettore ZIP, consente di campionare il collettore Fossetta.
Poco  più  a  valle  delle  due  vasche  i  due  collettori  si  riuniscono,  subiscono  un  trattamento  preliminare  di
grigliatura e si dipartono verso il depuratore di Ca' Nordio.
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Fig.  31:  L'ingresso del  depuratore di  Ca'  Nordio,  che conferisce i  reflui  di  Centro Storico,  Intervento 10 e
Collettore Forcellini.
Fig. 32: Lo scarico del depuratore fognario di Ca' Nordio. L'impianto si serve di un uscita comune per il refluo
trattato. La piattaforma visibile nella foto si trova subito a valle delle lampade UV-C. 
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 4.3.5 Depuratore Ca' Nordio: ingresso
La linea Centro Storico costituisce in realtà solamente uno dei due ingressi del depuratore di
Ca’  Nordio  (Fig.  31).  Essa  di  fatto conferisce  un  refluo  di  tipo  misto,  che  possiamo
considerare costituito prevalentemente da acque nere soltanto dopo una prolungata condizione
di  tempo  asciutto.  La  portata  media  della  linea  è  di  350  l/s,  ma  può  raggiungere
eccezionalmente gli 850 l/s in caso di piogge intense. Il campione viene prelevato a monte
della  vite  di  sollevamento  che  innalza  poi  il  refluo  a  livello  della  griglia  posta  in  testa
all’impianto di depurazione. Il refluo, tuttavia, nel punto di prelievo ha già subito una pre-
grigliatura  a  livello  dei  singoli  collettori  cittadini  e  risulta  pertanto  libero  da  corpi
macroscopici.  Si  ricorda  che  l’ingresso  denominato  Centro  Storico si  compone  dei  reflui
provenienti  dal  Centro  Storico  propriamente  detto  (Quartiere  1)  e  quelli  conferiti
dall'Intervento 10 e dal Collettore Forcellini.
 4.3.6 Depuratore Ca' Nordio: effluente
Si è scelto di campionare l'effluente dell'impianto di Ca' Nordio (Fig. 32) presso il punto di
immissione del refluo depurato nel canale Roncajette. Il punto di campionamento si trova a
valle  dell'intero  impianto,  in  coda alla  postazione  finale  di  disinfezione  con UV-C (mod.
Trojan UV 3000 Plus). Le caratteristiche tecniche dell'impianto di attinizzazione vedono la
presenza di due set modulari composti in totale da 176 lampade UV, poste parallelamente al
flusso dell'acqua in uscita. Ciascuna lampada possiede una potenza complessiva di 250 W, per
una  potenza  germicida  totale  a  λ =  254  nm  di  28  kW.  In  condizioni  standard,  ove  la
concentrazione  di  solidi  sospesi  è  <  10  mg/l,  il  limite  massimo  di  disinfezione  prevede
l'abbattimento di 5 000 UFC/100 ml di  E. coli.  L'acqua prelevata è una miscela del refluo
derivante dalle tre linee di depurazione presenti a Ca' Nordio, nelle quali vengono ripartiti, già
mescolati, i reflui provenienti dalla linea Centro Storico e dall'impianto di sollevamento della
zona industriale.
 4.4 Corpo idrico recettore
Si è ritenuto opportuno estendere il monitoraggio anche al  corpo idrico che va a ricevere
l'effluente  del  depuratore  di  Ca’ Nordio,  ovvero  il  fiume  Bacchiglione  (cfr.   3.7  ).  Nel
complesso  si  sono  selezionati  5  punti  di  campionamento  (Tab.  7;  Fig.  33).  La  criticità
rappresentata  dalla  presenza  di  Giardia  spp.  e  Cryptosporidium spp. nel  fiume,  come
conseguenza dell'eventuale contributo contaminante dello scarico di Ca' Nordio, è connessa
alla presenza di aree balneabili nei pressi della foce dello stesso Bacchiglione (cfr.   4.5  ),
nonché all'eventualità che le sue acque vengano utilizzate a scopo irriguo.  In bibliografia si
riporta infatti come sussista il rischio di contaminare con (oo)cisti protozoarie le produzioni
agricole, qualora si vadano a riutilizzare acque grezze per l'irrigazione delle colture. Il rischio
diventa importante nel caso di verdure a foglia larga o comunque di ortaggi da consumare
crudi (Chaidez et al., 2006; Amoros et al., 2010; El Said Said, 2012).
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ID Sito Posizione Luogo
1 Ponte dei Sabbionari a monte dello scarico di Ca' Nordio Padova
2 Lungargine Donati a valle dello scarico di Ca' Nordio Ponte San Nicolo' (PD)
3 Ponte di Bovolenta intermedio tra Padova e la foce Bovolenta (PD)
4 Ponte di Ca' Bianca a monte della confluenza con il Brenta Ca' Bianca (VE)
5 Foce foce congiunta di Brenta & Bacchiglione Sottomarina (VE)
Tab.  7:  I  siti  relativi  al  monitoraggio del  Bacchiglione,  corpo idrico recettore dell'effluente depurato di  Ca'
Nordio.
Fig.  33: I  5 siti  di monitoraggio dislocati lungo il basso corso del Bacchiglione. In figura l'alveo fluviale è
evidenziato in colore blu.
 4.4.1 Ponte dei Sabbionari
Il Ponte dei Sabbionari (Fig. 34) sbarra il canale Scaricatore a est del ponte di Voltabarozzo e
va a creare un bacino di raccolta in cui confluisce anche il Canale San Gregorio. Un sistema
costituito da 4 paratie mobili regola il deflusso delle acque nel sottostante Canale Roncajette.
Il Ponte si trova circa 500 metri a monte di Ca’ Nordio. Si è scelto di inserire questo sito nella
rete di monitoraggio per disporre di un campione di riferimento, rappresentativo del profilo di
base del corpo idrico, con cui comparare i siti dislocati a valle del depuratore.
Il punto esatto di prelievo è collocato presso una scaletta intagliata nell’argine sinistro
che consente una comoda discesa fino all’alveo.
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 4.4.2 Lungargine Donati
Il Lungargine Donati (Fig. 35) è il tratto di strada carrozzabile che percorre l’argine sinistro
del Roncajette dalla confluenza del Fossetta fino a Ponte San Nicolò. Campionando nel primo
tratto di tale argine è possibile controllare il profilo dell’acqua subito a valle dello scarico di
Ca’ Nordio.  L'uscita  del  depuratore  (cfr.   4.3.6  )  rappresenta  il  punto  di  monitoraggio
intermedio tra il Ponte dei Sabbionari ed il Lungargine Donati. Dal Lungargine si accede al
fiume grazie ad alcuni gradini di pietra posti vicino allo sbocco dello scolo Fossetta.
 4.4.3 Bovolenta
La cittadina di Bovolenta si trova a 13 km in linea d’aria a sud di Ca’ Nordio e circa a metà
strada  fra  Padova  ed  il  punto  di  commistione  di  Bacchiglione  e  Brenta.  Si  effettua  il
campionamento dal ponte del paese (Fig. 36), posizionandosi sul basamento di cemento di
uno dei piloni. Da segnalare il contributo di un canale agricolo proveniente da ovest, dalla
zona di Due Carrare.
 4.4.4 Ca’ Bianca
La località Ca’ Bianca si colloca nei pressi del tratto terminale del fiume Bacchiglione, pochi
chilometri a monte della sua confluenza con il Brenta, che avviene nei pressi di Ca’ Pasqua.
Durante i  campionamenti  svolti,  si  è  sempre riscontrato un flusso retrogrado delle  acque,
probabilmente dovuto al cuneo salino nel tratto terminale del fiume. Come verrà discusso in
seguito, tale supposizione è suffragata, oltre che dall’odore tipicamente salmastro, anche da
un repentino innalzamento dei valori di conducibilità presso questo sito. Il campionamento
viene effettuato sull'argine sinistro, da una piccola piattaforma che si protende nel fiume, nei
pressi del ponte principale (Fig. 37).
 4.4.5 Foce del Brenta-Bacchiglione
I  fiumi  Brenta  e  Bacchiglione,  dopo  essersi  riuniti  a  Ca’ Pasqua,  sfociano  unitamente
nell’Adriatico con una classica foce ad estuario. Il campionamento presso questo sito avviene
sull’argine destro, 2 km prima della linea costiera ( Fig. 38). Da notare che, poco più a monte,
si immette nella laguna, comunicante con il sistema fluviale mediante un canale, lo scarico del
depuratore  di  Val  da  Rio,  ovvero  l’impianto  di  depurazione  da  160 000 AE che  serve  il
Comune di Chioggia.
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Fig.  34:  Ponte  dei  Sabbionari.  La  fotografia,  scattata  dal  Ponte,  mostra  la  scala  di  discesa  all'alveo  dello
Scaricatore, al termine della quale ci si è posizionati per filtrare i campioni d'acqua.
Fig.  35:  Lungargine Donati. Il  sito si trova a valle dello scarico del depuratore di Ca' Nordio. Da segnalare
l'immissione della porzione non tombinata dello scolo Fossetta.
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Fig. 36: Ponte di Bovolenta. Il campionamento viene effettuato da uno dei basamenti del Ponte sul Bacchiglione.
Fig. 37: Località Ca' Bianca. Il sito di campionamento è collocato sull'argine sinistro del fiume Bacchiglione. La
confluenza con il Brenta si trova pochi chilometri più a valle.
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Fig.  38:  Foce del Bacchiglione-Brenta. L'ultimo sito di monitoraggio del corpo idrico recettore è collocato in
prossimità della foce fluviale, sull'argine destro.
 4.5 Aree balneabili marino-costiere
Ad  ora,  in  letteratura,  sono  stati  riportati  casi  di  giardiasi  e/o  criptosporidiosi  correlati
unicamente alla balneazione in acque dolci (Karanis, 2007; Baldursson and Karanis, 2011),
ma pur tuttavia,  essendo ancora poco investigata  la  capacità delle  (oo)cisti  protozoarie di
sopravvivere  nell’acqua  di  mare  e  data  la  costante  positività,  sia  per  Giardia  che  per
Cryptosporidium, dei campioni prelevati presso lo scarico del depuratore di Ca’ Nordio, per
completezza sperimentale si è deciso di monitorare anche il litorale balneabile sito nei pressi
della foce, onde evidenziare l'esistenza di un’eventuale rischio di infezione per i bagnanti.  A
tale scopo, durante il periodo estivo sono stati monitorati due siti (Tab. 8; Fig. 39), al fine di
valutare l’eventuale rischio per la balneazione nelle spiagge a ridosso della foce unica del
sistema  fluviale  Brenta-Bacchiglione,  nei  pressi  di  Chioggia-Sottomarina  (VE).  A  tal
proposito  si  rammenta  che  la  legislazione  vigente  in  materia  di  balneazione  nelle  acque
marino-costiere  (D.M.  Salute  del  30  marzo  2010)  contempla  l’analisi  di  due  parametri
batteriologici,  ovvero  Escherichia  coli e  gli  enterococchi  fecali,  ma  non  la  ricerca
parassitologica.
ID Sito Posizione Luogo
1 Spiaggia di Isolaverde a Sud della foce Sottomarina (VE)
2 Spiaggia di Brondolo a Nord della foce Isolaverde (VE)
Tab. 8: Siti relativi al monitoraggio delle aree marino-costiere adibite alla balneazione che si trovano a nord e a
sud della foce del Brenta-Bacchiglione.
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Fig.  39:  Aree di balneazione del Comune di Chioggia. La numerazione in uso in figura è quella impiegata da
Arpav per il monitoraggio della qualità delle acque balneabili del litorale veneto. Il sito di Brondolo corrisponde
al punto di monitoraggio Arpav n. 62 e la spiaggia di Isolaverde al n. 63 (adattata da: Arpav, 2012).
Fig.  40:  Acque marino-costiere adibite alla balneazione. La filtrazione dell'acqua di mare viene eseguita dalle
due dighe che fiancheggiano rispettivamente  la spiaggia di Isolaverde e di Brondolo.
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 4.5.1 Spiaggia di Isolaverde
La foce del sistema fluviale Brenta-Bacchiglione si apre nel mare Adriatico guidata da due
lunghe dighe  che,  per  altro,  delimitano l’unico  tratto  di  acque non balneabili  della  zona.
Presso  la  spiaggia  di  Isolaverde,  posta  a  sud  della  foce,  si  è  stabilito  il  primo  punto  di
monitoraggio marino-costiero (Fig. 40).
 4.5.2 Spiaggia di Brondolo
Il presente sito è il corrispettivo settentrionale di Isolaverde, ovvero l'area di balneazione che
si trova a nord della foce di Brenta e Bacchiglione. Il campione viene prelevato dalla diga
della spiaggia privata di un campeggio che occupa l'area (Fig. 40).
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5. Metodiche analitiche
 5.1 Protocolli analitici sperimentali: prove di laboratorio
A livello analitico, lo scopo principale da perseguire è consistito nella messa a punto di una
metodica per la detezione di Giardia spp. e di C. spp. nelle acque, capace di massimizzare gli
irrinunciabili  requisiti  di  specificità,  sensibilità,  efficienza di recupero e,  possibilmente,  di
economicità.  In  seguito  ad  un'approfondita ricerca  bibliografica  (cfr.  31),  si  è  riusciti  ad
individuare i limiti dei metodi ad ora proposti i quali, complessivamente, sono risultati ancora
incompatibili la ricerca routinaria dei due protozoi nelle matrici ambientali.
Si sono pertanto selezionati alcuni lavori di particolare interesse analitico (Aldom and
Chagla, 1995; Alonso, 2011; Baque, 2011; Betancourt, 2002; 2008; USEPA 1995; 2001) e se
ne  sono  rielaborati  i  protocolli  di  riferimento,  cercando  di  ovviare  ai  loro  difetti  e  di
migliorarne complessivamente il  design procedurale.  Come risultato si  sono realizzati  due
protocolli preliminari, denominati rispettivamente  metodo della Filtrazione su Cartuccia in
Polipropilene (FCP)  e  metodo  di  Filtrazione  su  Membrana  in  Nitrocellulosa (FMN).
Entrambi i protocolli sono stati poi testati per determinarne l'efficienza di recupero (ER) e
individuarne eventuali limiti sperimentali. A tal fine si è proceduto effettuando delle prove
preliminari  in  laboratorio,  che  hanno  consentito  di  stabilire  la  percentuale  di  (oo)cisti
protozoarie che le metodiche recuperano da un campione, e successivamente delle prove su
campo, che hanno evidenziato alcuni difetti operativi, soprattutto in relazione alla tipologia di
acqua filtrata.
Entrambe le metodiche, la FCP e la FMN, si basano su degli step concettuali comuni,
eseguiti però mediante soluzioni differenziali. Tali passaggi consistono in: filtrazione di un
grande  volume  d'acqua  (~100  L),  eluizione  e  concentrazione  del  campione,  detezione
microscopica mediante immunofluorescenza diretta.
Aprioristicamente, il metodo FCP è sembrato sufficientemente versatile ed idoneo alla
filtrazione di grandi volumi di acqua; pur tuttavia si è considerata l'eventualità che, filtrando
l'acqua  attraverso  una  matrice  tridimensionale  quale  quella  cilindrica  della  cartuccia,  si
possano  creare  dei  percorsi  preferenziali e  che  di  conseguenza  il  volume  effettivamente
filtrato sia di fatto inferiore a quello stimato. Per contro, il metodo FMN va ad ovviare la
creazione di percorsi preferenziali in quanto il passaggio dell'acqua viene forzato attraverso
una matrice filtrante virtualmente bidimensionale: si può sostenere che tutta l'acqua in entrata
passi attraverso la membrana. Inoltre si è supposto che il metodo FMN consenta un recupero
delle (oo)cisti dalla matrice filtrante più agevole, in quanto non è necessario lavare il supporto
di ritenzione, ma si può semplicemente dissolvere la membrana in acetone.
Si descrivono in seguito entrambi i protocolli, nella loro versione originale che è stata
sottoposta alle prove preliminari di verifica. Si sottolinea come non sia mai stata utilizzata
strumentazione in vetro, onde evitare che le (oo)cisti - elettronegative - vengano sequestrate
per effetto elettrostatico.
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 5.1.1 Filtrazione su Cartuccia in Polipropilene (FCP)
Step 1: Semina del controllo positivo
Si riempie un vascone in polietilene con un volume esatto di 100 L di acqua di rubinetto. Vi si
inocula un controllo positivo costituito da 100 cisti di G. lamblia e 100 oocisti di C. parvum,
inattivate e marcate in modo permanente con colorante fluorescente Texas Red (λ eccitazione
= 595 nm, λ emissione = 615 nm), legato in modo covalente alla superficie delle (oo)cisti. Il
controllo positivo è reperibile in commercio con il nome di Color SeedTM  (BTF Ltd.).
Le (oo)cisti, enumerate mediante citofluorimetria dal produttore, vengono fornite in
una fiala contenente 1 mL di buffer salino di sospensione. Per accertarsi che tutto il contenuto
venga rimossa dalla fiala e seminato nel vascone, si aggiungono 2 mL di Tween-20 allo 0.05%
nella fiala e si è vortexa per 20''. Il contenuto viene versato nel vascone e si effettuano due
ulteriori lavaggi della fiala con altri 3 mL di soluzione di lavaggio, accoppiati a 20'' di vortex.
Step 2:  Filtrazione del campione
Si  è  predisposto  un  supporto  cilindrico  ermetico  per  la  cartuccia  in  polipropilene,
contrassegnato da un foro di ingresso ed uno di uscita: l'acqua viene prelevata dal vascone
mediante una pompa, che ne forza il passaggio all'interno del supporto e attraverso gli strati
porosi della cartuccia.  La cartuccia filtrante (h = 25 cm, Ø = 6 cm) è composta da strati
sovrapposti di fibre di polipropilene (PP) finemente intrecciate ed è dotata di una porosità
nominale di 1.2 μm, sufficiente a bloccare meccanicamente sia cisti  che oocisti.  Prima di
procedere con la filtrazione del controllo positivo è opportuno avvinare la cartuccia mediante
il passaggio di 5 L di acqua.
La filtrazione dei 100 L di acqua contenenti il  controllo positivo avviene mediante
l'impiego di una pompa che garantisce un flusso costante di 3 L/s. E' opportuno che la velocità
di filtrazione non sia troppo elevata (< 8 L/s) onde evitare un passaggio scorretto dei flussi
d'acqua all'interno del supporto ed una conseguente ritenzione non ottimale delle (oo)cisti
negli strati filtranti. La filtrazione dell'interno volume richiede circa 30'.
Step 3: Lavaggio della cartuccia in PP
Al termine della filtrazione si seziona la cartuccia in 4 parti con seghetto a mano, per favorire
lo sfaldamento degli strati concentrici di PP. I pezzi della cartuccia vengono lavati due a due
in un barattolo contenente 800 mL di un buffer di eluizione, con temperatura di 25°C. Il buffer
di  eluizione  (EB)  è  composto  da  Phosphate  Buffer  Saline  (PBS)  1x,  con  l'aggiunta  di
detergente Tween-20 0.1% e sodio-dodecil-solfato (SDS) allo 0.1%. Il lavaggio si effettua
ponendo il barattolo in agitazione per 30’ con i primi due pezzi. Si utilizzano poi lo stesso
barattolo e lo stesso EB per il lavaggio degli altri due pezzi.
Step 4: Concentrazione del campione
L’EB viene ripartito in tubi da centrifuga a fondo conico Falcon da 50 ml e sottoposto a cicli
di centrifugazione alle seguenti condizioni: T = 4°C, t = 10', v = 1500 G. La centrifuga in
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dotazione consente di utilizzare 8 Falcon (400 mL totali)  per ciclo,  così da completare la
concentrazione del retentato con due cicli di centrifuga (t = 20'). Al termine di ogni ciclo si
elimina il surnatante con pipettatore automatico o a mano, avendo cura di non smuovere il
pellet dal fondo del tubo Falcon. Al termine dei 2 cicli di centrifuga si riuniscono i vari pellet
in un unico tubo. Il pellet totale viene poi risospeso mediante leggero vortexamento in 5 mL
di EB fresco e, al bisogno, può essere lasciato over-night a 4°C.
Step 5: Osservazione del preparato
Si  preparano 3 vetrini  per  campione,  prelevando 50 μL dal  pellet  totale,  opportunamente
risospeso con vortex, e depositandoli su di un vetrino portaoggetto con incavo. Ci si aiuta con
il  puntale  della  micropipetta  per  distribuire  uniformemente  l'aliquota  nella  concavità  del
vetrino. I vetrini vengono fatti essiccare a 37 °C per un massimo di 60' e quindi si aggiungono
5 μl di  mounting medium. Si copre con vetrino coprioggetto e si osserva con microscopio a
fluorescenza a ingrandimento 400x.
Step 6: Determinazione dell'efficienza di recupero
L'efficienza  di  recupero  (RE)  delle  (oo)cisti  per  la  metodica  FCP viene  calcolata  come
percentuale  di  (oo)cisti  recuperate  sulle  100  (oo)cisti  marcate,  precedentemente  seminate
come controllo positivo. Si contano dunque le (oo)cisti di ciascun vetrino e si mediano i tre
valori ottenuti.  Questi vengono poi rapportati al  volume del pellet  finale (5 mL),  ottenuto
dalla filtrazione dei 100 L di acqua contenuti nel vascone, e si applica la formula:
RE%FCP = (oo)cisti Texas Red contate / (oo)cisti seminate nel controllo positivo × 100
 5.1.2 Filtrazione su Membrana in Nitrocellulosa (FMN)
Step 1: Semina del controllo positivo
Si  riempie  un  vascone  in  polietilene  (PET)  con  un  volume  esatto  di  100  L di  acqua  di
rubinetto. Viene seminato un controllo positivo costituito da 100 cisti di  G. lamblia e 100
oocisti di  C. parvum,  inattivate e marcate in modo permanente con colorante fluorescente
Texas Red (λ eccitazione = 595 nm, λ emissione = 615 nm), legato in modo covalente alla
superficie delle (oo)cisti. Il controllo positivo è reperibile in commercio con il nome di Color
SeedTM   (BTF  Ltd).  Le  100  (oo)cisti  marcate,  enumerate  mediante  citofluorimetria  dal
produttore,  vengono  fornite  in  una  fiala  contenente  1  mL di  buffer  di  sospensione:  per
accertarsi che tutto il contenuto venga rimossa dalla fiala e seminato di fatto nel vascone, si
aggiungono 2 mL di soluzione Tween-20 allo 0.05% nella fiala e la si vortexa per 20''. Il
contenuto viene versato nel vascone. Si effettuano due ulteriori lavaggi della fiala con 3 mL di
soluzione detergente di Tween-20, accoppiati a 20'' di vortex.
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Step 2: Filtrazione del campione
Come mezzo filtrante si impiega una membrana in nitrato di cellulosa con porosità nominale
di 1.2 μm e diametro di 12 cm. La porosità è identica a quella della cartuccia in PP, ma la
superficie filtrante, anziché cilindrica, è bidimensionale. La membrana viene alloggiata in un
apposito  supporto  in  acciaio  inox  per ultrafiltrazione  cross-flow  (Millipore).  Mediante
l'impiego di una pompa, si preleva l'acqua seminata con il controllo positivo dal vascone e la
si filtra nel suddetto supporto. In questo caso la velocità di flusso risulta meno critica rispetto
al protocollo FCP, in quanto  tutta l'acqua in entrata è forzata nell'attraversare la membrana
filtrante. L'unica attenzione va posta nel non esercitare pressioni in ingresso tali da forare o
lacerare la membrana.
Step 3: Dissoluzione della membrana
Al termine della filtrazione, la membrana viene ripiegata su se stessa e posta in un piccolo
beaker di plastica. Si procede con l'aggiunta di 100 mL di acetone al 90%. Così facendo si
sfrutta la capacità dell'acetone di idrolizzare i legami esterei della nitrocellulosa, andando a
causare  la  dissoluzione  delle  fibre  della  membrana.  Si  pone  il  beaker  sotto  agitazione
magnetica per 10’ o comunque fino a completa dissoluzione della membrana.
Step 4: Concentrazione del campione
Si travasa il campione in 2 tubi Falcon da 50 mL e si centrifuga per 10’ a 1500 G e a 4°C. Si
elimina il surnatante (acetone) e si risospende il pellet di ciascun tubo in 50 mL di acetone
pulito, mediante vortex. A questo punto si centrifuga nuovamente per 10’, 1500 G, 4°C. Si
elimina il surnatante e si effettua un lavaggio con EB, sempre secondo lo schema che prevede
risospensione, centrifugazione, eliminazione del surnatante. Con l'ultimo ciclo di centrifuga si
riuniscono i pellet in 5 mL di EB finali.
Step 5: Osservazione del preparato
Si  preparano  3  vetrini  prelevando  50 μL dal  pellet  totale,  opportunamente  risospeso  con
vortex, e depositandoli su di un vetrino portaoggetto con incavo. Ci si aiuta con il puntale
della micropipetta per distribuire omogeneamente l'aliquota nella concavità del vetrino.  Si
lasciano essiccare i vetrini a 37 °C per un t massimo di 60' e quindi si aggiungono 5 μl di
mounting medium. Si copre con vetrino coprioggetto e si osserva in fluorescenza  a 400x.
Step 6: Determinazione dell'efficienza di recupero
L'efficienza  di  recupero  (RE)  delle  (oo)cisti  per  la  metodica  FMN viene  calcolata  come
percentuale  di  (oo)cisti  recuperate  sulle  100  (oo)cisti  marcate,  precedentemente  seminate
come controllo positivo. Si contano dunque le (oo)cisti di ciascun vetrino e si mediano i tre
valori ottenuti. Questi vengono poi rapportati al volume del pellet finale (5 mL) e si applica la
formula:
RE%FMN = (oo)cisti Texas Red contate / (oo)cisti seminate nel controllo positivo × 100
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